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L’institut Pasteur a perdu, cet hiver, l’un de ses plus anciens 
chercheurs : Robert Sazerac, des Roches. Né le 14 septembre 1875 
a Limoges, Sazerac passa son adolescence a la Rochefoucauld, ot 
venait, chaque été, se reposer M. Roux qui le prit en affection 
et lui inculqua trés tot la passion de la recherche. Sazerac vint 
a Paris pour y poursuivre ses études supérieures ; il obtint le 
grade de licencié és sciences physiques, puis fit un stage dans 
le laboratoire de chimie minérale de la Sorbonne, ow 1] fut l’éléve 
de Riban. Mais, le souvenir des causeries estivales avec Roux lui 
fit choisir la voie de la chimie biologique. Sur le conseil de Roux, 
il ne tarda pas a entrer au Muséum d’Histoire naturelle, dans le 
laboratoire de Gabriel Bertrand, avec lequel il devait collaborer 
de 1898 4 1918. Lorsque Gabriel Bertrand, en 1900, abandonna le 
Muséum pour diriger le service de chimie biologique qu’on venait 
de créer a l’Institut Pasteur, Sazerac le suivit. Les recherches 
auxquelles il participa alors portent sur l’action de divers sels 
métalliques sur les fermentations. 

Le conflit de 1914 survint, Sazerac se dévoua a la recherche 
scientifique de guerre et son ceuvre fut trés féconde. 

Dés 1919, Sazerac travailla isolément et aborda le. sujet qui 
devait lui apporter Ja notoriété : Paction thérapeutique du bismuth. 
J’étais alors jeune éléve dans le service dont 1] était le plus ancien 
travailleur, nos places étaient voisines dans une méme salle, je 
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ai vu longuement a l’ceuvre et j’étais heureux lorsqu’il voulait 
bien me demander de l’aider a faire quelque inoculation de trypa- 
nosomes ou quelque dosage de bismuth. J’ai pu suivre ainsi ses 
longs efforts et voir lentement apparaitre leurs résultats. 

Sazerac constata, tout d’abord, que certains dérivés du bismuth 
étaient des agents chimiothérapeutiques actifs vis-a-vis d’une try- 
panosomiase du rat. Dés lors, il voulut essayer l’action du bismuth 
sur la syphilis ; il exposa ce projet 4 M. Roux qui lui conseilla 
de s’unir, dans ce but, 4 un médecin et bactériologiste et ladressa 


a Levaditi. Une association fructueuse était née, et chacun sait le 


succes qu’elle obtint. Sazerac, avec Levaditi, puis avec Fournier, 
mit au point une méthode de traitement de la syphilis par le 
bismuth, précieux adjuvant des thérapeutiques arsenicales. Pour 
ce beau travail, furent décernés le prix Bréant par Académie des 
Sciences de Paris (1923), puis la médaille John Scott (1929) par 
le Conseil de Ja ville de Philadelphie avec un prix de 1.000 dollars. 

Sazerac fut nommé chef de laboratoire a l'Institut Pasteur, il 
put alors poursuivre seul ou avec ses éléves (Gourguet, Liquier, 
M™ N. Larthe, Vaurs, Pouzergue) de belles recherches sur 
Y absorption et |’élimination du bismuth et de ses dérivés, puis sur 
divers composés nouveaux du bismuth. ; 

Esprit original, passionné de recherche, Sazerac ett voulu 
produire plus encore, mais sa santé trés délicate fut souvent un 
obstacle 4 la réalisation de ses projets. Il laissera le souvenir 
d’un collégue agréable, timide et silencieux, travaillant dans un 
modeste recoin de la salle des éléves du service de chimie biolo- 
gique, La mort vint le surprendre avant qu’il eft pu profiter du 
laboratoire personnel récemment mis a sa disposition. 

Fier, indépendant, Sazerac ne recherchait pas les honneurs et 
c’est pourquoi, sans doute, il ‘n’obtint pas tous ceux auxquels 
aurait pu prétendre son meérite, mais il survivra par son ceuvre 
belle et particulierement fructueuse. | 


M. Macuesorur. 


ETUDE QUANTITATIVE 
DU SYSTEME PRECIPITANT OVALBUMINE-ANTICORPS 
HOMOLOGUE DU LAPIN 


1. — SUR LES COMPOSES SOLUBLES DE LA ZONE D’INHIBITION 
ET LEUR PRECIPITATION PAR L’ALCOOL (‘) 


par Pierre GRABAR et Jacouss OUDIN. 


(Institut Pasteur.) 


Le sysiéme précipitant ovalbumine-anticorps homologue a déja 


été l'objet de nombreuses études [4, 2, 6, 42, 43]. L’ovalbumine 


présente, en effet, en tant qu’antigéne, un certain nombre d’avan- 
tages : injectée au lapin dans certaines conditions, elle permet 
d’obtenir sans trop prolonger limmunisation un sérum suffisam- 
ment riche en anticorps. En outre, elle constitue une espéce chi- 
mique définie et peut, par cristallisations répétées, étre préparée 
dans un état trés proche de la pureté, formant ainsi avec l’anti- 
corps homologue un systéme précipitant unique et non, comme 
beaucoup d’antigénes moins purs, un ensemble de systémes plus 
ou moins voisins dont la courbe de précipitation n’est qu’une 
résultante. 

Nous avons soumis ce systeme précipitant 4 une étude quanti- 
tative, seule capable de fournir des .renseignements précis et 
objectifs d’ot l’on peut tirer des indications intéressantes quant 
aux modalités de la réaction, a la nature des réactifs qui y parti- 
cipent et des composés qu’ils forment en se combinant. 

Dans ‘la plupart des systémes précipitants, et en particulier dans 
le systéme ovalbumine-anticorps homologue de lapin, la courbe 
de précipitation (représentant les poids précipité obtenus en 
fonction des quantités croissantes d’antigéne ajoutées 4 un volume 
constant de sérum) passe par un maximum et diminue ensuite 
jusqu’a tendre vers zéro. La zone ainsi délimitée, ou zone d’inhi- 
bition, caractérisée par cette diminution du précipité & mesure 
que la quantité d’antigéne augmente, a élé assez peu étudice 
jusqu’a présent. La diminution du poids de précipité s’explique 


(*) Note présentée 4 la séance du 4 février 1943 de l’Association des 
Microbiologistes de Langue Francaise. 
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par la formation de composés solubles dans celle zone. Nous avons 
cherché si ces composés solubles dans |’eau ne pourraient pas 
étre mis en évidence et précipités par un réactif approprié. Nous 
verrons plus loin que l’alcool éthylique, & une certaine concentra- 


tion, et en présence d’une quantité convenable de sel, réalise les 
conditions voulues. 


Nous avons tout d’abord établi la courbe de précipitation selon 
la méthode habituelle. Nous avons tenté ensuite de précipiter et 


de doser certains des composés hydrosolubles de la zone d’inhibi- 
tion. 


]. — CoURBE DE PRECIPITATION EN MILIEU AQUEUX. 


TecunrQues. — 1° Immunisation. — L’antigéne est une préparation 
d’ovalbumine de poule, cristallisée quatre fois selon la méthode de 
Sérensen [41] et conservée depuis 1932 dans une solution de sulfate 
d’ammonium a demi-saturation. Cette ovalbumine a été remise en 
solution puis dialysée pour éliminer le sulfate. Une partie appréciable | 
de l’ovalbumine était depuis sa préparation devenue insoluble par 
dénaturation ; on 1’élimine par centrifugation. La solution claire ainsi 
obtenue est additionnée d’alun d’ammonium 4 1 p. 100 4 raison de 
1c. c. pour 100 mg. d’ovalbumine. On neutralise par la soude qui 
provoque la formation d’un précipité d’alumine entrainant l’ovalbu- 
mine. Cette suspension convenablement diluée et additionnée de chlo- 
rure de sodium est injectée aux animaux. 

Trois lapins ont été immunisés au moyen de cet antigeéne de la 
maniére suivante : 4 injections intraveineuses par semaine pendant 
trois semaines aux doses suivantes : 5 mg. d’ovalbumine par injection 
la premiére semaine ; 10 mg. la deuxiéme semaine ; 20 mg. la troi- 
siéme semaine ; saignée par ponction du cceur huit jours aprés la 
derniére injection ; saignée A blanc par cathétérisme de la carotide 
seize jours aprés la derni¢re injection. On améliore le rendement en 
anticorps en injectant une importante quantité d’eau salée a 0,85 p. 100 
dans les veines des lapins pendant la saignée 4 blanc. On réunit tous 
les sérums des deux saignées, en éliminant la fin des saignées 4 blanc 
cu: le sérum est trop dilué. On conserve le mélange a la glaciére aprés 
addition de « merthiolate » & raison de 1/10.000. 

2° Précipitation. — Technique décrite par Heidelberger et Kendall [4, 
5, 7, 8], voir aussi Hornus et Grabar [9]. Les mélanges se font a froid 
entre 0° et 4°, la quantité d’azote précipitée étant, d’aprés Heidelberger, 
plus grande dans ces conditions. A une quantité constante de sérum : 
1c. c. (sauf dans les mélanges trés pauvres en antigéne ot: l’on met 
2 c. c. de sérum), on ajoute des quantités variables et croissantes 
d’ovalbumine dissoute dans de la solution de NaCl a 0,85 p. 100. On 
utilise la méme préparation d’ovalbumine que pour |’immunisation ; 
on compléte le volume a 3 c. c. avec de l’eau_salée & 0,85 p. 100. On 
laisse A la glaciére de dix-huit & quarante-huit heures. (Dans les 
mélanges ot: l’antigéne est en exces, le précipité est parfois lent a se 
former et si l’on centrifuge au bout de douze heures on peut voir le 
surnageant, d’abord clair, se troubler et sédimenter dans les jours 
qui suivent.) On centrifuge 4 froid dans une petite centrifugeuse 
angulaire placée A l’intérieur du frigidaire. On décante, on essore les 
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tubes en les retournant Sur une feuille de papier filtre et en essuyant 
leurs bords. On remet les précipités en suspension dans I goulte puis 
dans 2 c. c. d'eau salée & 0,85 refroidie ; on centrifuge et l’on décante 
avec les mémes précautions que ci-dessus. On fait un deuxitme lavage 
dans les mémes conditions. On dose par micro-Kjeldahl l’azote du 
précipité lavé [9]. Tous les mélanges sont faits en double ; on fait 
également des témoins avec sérum seul ect antigene seul et les chiffres 
expérimentaux qui figurent sur les tableaux sont calculés en dédui- 
sant de la moyenne des deux titrages la moyenne des chiffres (toujours 
minimes) donnés par les témoins avec sérum scul. On néghge la 
quantité de précipité dissoute par les lavages, car elle est peu impor- 
tante a 0°. 

Pour déterminer si dans un mélange l’antigéne ou l’anticorps est en 
excés, on met, aprés centrifugation du précipité, une partie du liquide 
surnageant en présence d’une trace d’antigéne et une autre partie, a 
peu prés égale, en présence d’un excés de sérum. S’il ne se forme 
de précipité dans aucun cas, ou au contraire, s’il se forme, un trés 
léger précipité dans les deux cas, on se trouve dans la zone d’équi- 
valence. Le mélange contient un excés d’antigéne si le surnageant 
précipite avec le sérum, un excés d’anticorps, si le surnageant précipite 
avec ]’antigéne. 

Dans la zone d’excés d’anticorps (c’est-d-dire pour tous les mélanges 
tels. qu’aucune trace d’antigéne ne puisse étre décelée dans le surna- 
geant par précipitation avec un excts de sérum), l’hypothése, émise 
par Heidelberger [4] et généralement admisc, est que la totalité de 
l’antigéne présent dans le mélange a été précipitée, et 1’on peut alors, 
en soustrayant le poids de l’antigéne du poids du précipité, calculer 
le poids de l’anticorps précipité. 

Par contre, dans la zone d’excés d’antigéne, c’est-a-dire dés que l]’on 
peut déceler un excés d’antigéne dans un mélange par les réactions 
de son surnageant, ce calcul devient impossible puisqu’on ignore quelle 
est la proportion de l’antigéne qui est entrée dans le précipité et quelle 
est celle qui est restée en solution, et puisque du fait de l’existence 
possible de composés solubles on est dans la méme incertitude en ce 
qui concerne l’anticorps (1). Dans le systéme étudié, ot l’antigéne est 
protéidique comme’ l’anticorps et ot leur richesse en azote est par 
conséquent & peu pres égale, on peut faire ces calculs sur les poids 
d’azote. 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX ET DIscusston. —— Les résultats obtenus 
par cette technique sont rassemblés dans le tableau I et repré- 
sentés graphiquement par la courbe A de la figure 1. On voit que 
V’équivalence est atteinte au point 6 et que, jusqu’au point pré- 
cédent, le poids de précipité, représenté en fonction de la quantité 
d’antigéne présente dans le mélange initial, augmente a peu prés 


(1) Heidelberger et Kendall [6] ont cependant essayé de déterminer 
ces proportions en soumettant 4 une nouvelle précipitation avec du 
sérum pur le surnageant considéré comme ne contenant que de Vanti- 
géne et en dosant le précipité obtenu. On peut objecter 4 cette méthode 
la nécessité de faire appel & des hypothéses additionnelles. 
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en ligne droite. Au voisinage de l’équivalence la courbe marque 
un court plateau entre les points 5 et 6. On pourrait étre tenté 
d’attribuer cet accident assez discret aux erreurs expérimentales. 
Nous remarquerons simplement, sans chercher pour le moment 
a linterpréter, qu’il se retrouve sur la courbe C (fig. 2) établie 
avec le méme systéme précipitant dans des conditions de technique 
légérement différente. Nous l’avons retrouvé aussi sur une courbe 
de précipitation établie par Heidelberger et Kendall avec un sys- 
téme précipitant olvalbumine-anticorps homologue et reproduite 
par Marrack [10]. 


TABLEAU I. 
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4 2 3 36 24 19,6 14,4 
2 2 3 4,08 46 42,4 10,4 
3 4 3 8,416 89 80,8 Text) 
4 ‘i 3 13,6 449 4254 952 + 0 
5 4 3 20,4 204 180,6 8,8 + 0 
6 1 3 93°8 | 199 ae + 
1 1 3 27,2 | 243 0 ma 
8 1 3 40°8 | 257 0 a 
9 4 3 44,88 228 
40 4 3 48, 96 224 
44 4 3 54,4 206 
42 n 3 6B si 160 
43 4 3 81,6 | 409 
14 4 3 408,8 54 
45 ut 3 163 ,2 38 
16 4 3 2448 23 
47 A 3 408 44 


Aprés Péquivalence, le poids de précipité continue 4 augmenter, 
passe par un maximum, décroit presque en ligne droite et aprés 
une inflexion se dirige asymptotiquement vers zéro. 

La courbe B, figure 1, représente les variations du rap- 
ot anlicorps précipité 
' antigéne précipité 
Heidelberger [4] les chiffres donnés par ce rapport traduisent une 
anticorps 
A antigéne 
aux pomts 2, 38, 4 et 5 sont, en effet, placés A peu pres sur une 


dans la zone d’excés d’anticorps. Selon 


fonction linéaire. Dans notre expérience les rapports 


> 
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ligne droite, mais le rapport du point 1 se trouve situé trés 
au-dessus. Pour se placer sur la méme ligne droite le rapport 
au pomt 1 devrait étre de 10,6 ou de 10,7 (au lieu de 14,4), ce 
qui correspondrait a um précipité de 29 millismes de milli- 
gramme d’azote pour 2 c. c. de sérum alors que nous avons 
trouvé 42. Différence qui, surtout dans ce sens, nous parait supé- 


anticorps précipité (B 


HOOP Ort. rgene precipita. 


anticorps 
antigene precipit 


Se IN) 

; 10) 

| 
Précipité (milliemes demg. d azote) 


Rapport 
9) 
| 


SO 700 150 
Antigéne (milligmes de mg. d’azote) 


i 
Fic. 4. — Courbes du précipité ovalbumine-anticorps en milieu aqueux et du 
anticorps Siew et ; seer ; 
Uy ) pecmceae | le pr té de la zone d’excés d’anticorps. 
rapport Entipepe ans le précipité de la zone d’ex Pp 


rieure a ce qu'on peut normalement attribuer aux erreurs expé- 
rimentales. 


II]. — Course DE PRECIPITATION EN MILIEU ALCOOLISE. 


Trecunique. — Le sérum et l’antigéne sont ceux qui ont servi a établir 
la courbe précédente. 

1° Précipitation en milieu aqueux. — Quantité constante de sérum : 
1c. c., volume final avec antigéne et eau : 2 c. c. (sauf pour le tube 
n° 2 qui contient 2 c. c. de sérum dans un volume final de 4 c. €.) R 
mélange des deux réactifs refroidis. On laisse les tubes a la glaciére ; 
le Jendemain ou le surlendemain, centrifugation 4 froid, 2 lavages 4 
froid avec 2c. c. de solution de’ NaCl a 0,85 .p. 100 ; puis 2 lavages a la 


t 
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TaBLeau II. 


NUMERO DE L’ESSAI 


d’azote 
pour 1 c.c. de sérum 


d’azote 
pour i c.c. de sérum 


d’azote 
pour 1 c.c do sérum 


ANTIGENE 
milliémes de milligramme 
PRECIPITE 
en milieu aqueux 
milliémes de milligramme 
PRECIPITE 
en milieu alcoolisé 4 20 p. 100 
d'azote 
pour 1 c.c. de sérum 
PRECIPITE TOTAL 
(somme des deux précédents) 
milliémes de milligramme 


milliémes de milligramme 


1) Chiffre unique. 
2) Ces chiffres n’indiquent bien entendu qu’un ordre de grandeur. 


température du laboratoire avec 2 c. c. de solution de NaCl 4 0,85 p. 100 
(ces 2 lavages supplémentaires étaient nécessaires 4 d’autres essais qui 
feront l’objet d’un prochain article ; ils sont responsables des diffé- 
rences trouvées entre les chiffres d’azote précipité et ceux du tableau 
précédent). Dosage de l’azote dans le précipité ainsi lavé. 

2° Précipitation des liquides surnageants par l’alcool. —_ Des essais 
nous ont montré que l’alcool mélangé 4 notre sérum dans les propor- 
tions finales de 20 p. 100 4 30 p. 100 donnait un précipité 4 0°.. Dans 
ie mélange & 20 p. 100 d’alcool porté a la température du laboratoire 
le précipité se redissout rapidement. I] persiste au contraire si la concen- 
tration en alcool est de 25 p. 100 ou de 30 p. 100. Nos essais ont porté 
également sur la concentration en sel; si la concentration finale de 
20 p. 100 d’alcool est obtenue par addition au sérum d’un volume 
égal d’alcool dilué 4 40 p. 100 dans l’eau distillée le précipité formé 
persiste 4 chaud. 

Nous avons préparé une solution de NaCl a 0,85 p. 100 dans de 
Valcool 4 60°. Cette solution, ajoutée a raison de 1/2 volume. pour 
1 volume, 4 du sérum ou a de la solution d’antigéne, ne donne aucun 
précipité persistant tandis qu’ajoutée dans. les mémes proportions aux 
liquides surnageants elle donne un précipité persistant dans toute une 
région de la courbe. En outre, nous avons observé que si ]’on fait agir 
Valcool A la température du Jaboratoire, le précipité est trés lent a se 
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former et qu’au bout de vingt-quatre heures il reste légerement infé- 
rieur en poids a celui qui persiste aprés réchauffement du mélange 
sorti de la glaciére. Pour ces raisons nous avons adopté la technique 
suivante : pour chaque point étudié, on ajoute a 3c. c. de liquide 
surnageant (correspondant 4 1,5 c. c. de sérum) 1,5 c. c. de solution 
de NaCl a 0,85 p. 100 dans l’alcool A 60°. On mélange rapidement. 
On met & la glaciére jusqu’au lendemain. On retire alors les mélanges 
de la glaciére et on leur laisse prendre la température du laboratoire, 
on agite pour faciliter la dissolution du précipité formé a froid. On 
centrifuge 4 la température du laboratoire. On lave deux fois en prenant 
les précautions habituelles avec 2 c.c. de solution salée A 0,85 p. 100 
contenant 20 p. 100 d’alcool. On dose l’azote du précipité. Signalons 
que ce précipité n’est que partiellement soluble dans l’eau salée a 
0,85 p. 100. 


Bo pee a 


0 Précipité en| milieu alcoolisé (0) 


$+ deux précipités (E) 


200 


Précipitée (milliemes demg d’ azote) 


100 200 300 400 
Antigéne (milliemes de mg. d’szote) 


fic. 2. — Courbes du précipité ovalbumine-anticorps en milieu aqueux, en 
milieu alcoolisé et de la somme de ces deux précipités. La fléche indique le 
point d’équivalence. { 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX ET Discussion. — L’allure générale 
de la courbe des précipités en milieu aqueux est sensiblement la 
méme que celle de la courbe A, a cela pres que les points corres- 
pondants sont moins élevés, leurs poids d’azote étant diminués du 
fait de la solubilité du précipité dans l'eau salée, négligeable 
4 0° et appréciable a la température du laboratoire. Le pré- 
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cipité produit dans les liquides surnageants par addition 
d’alcool (courbe D, fig. 2) commence & apparaitre au point 7 bis; 


au point 7, ot l’on commence a pouvoir mettre en évidence un 


excés d’antigéne dans le liquide surnageant, ce précipité est encore 
inexistant. I] ne s’obtient done que dans la zone d’excés d’antigéne 
et pour ainsi dire dés son début. Il augmente assez réguli¢rement 
pour atteindre son maximum au point ot la courbe de précipité 
en milieu aqueux tend a devenir une asymptote a l’axe des 

abscisses. I] diminue ensuite rapidement et tend a son tour a 
_devenir paralléle a l’axe des abscisses. 

La nature de ce précipité ne nous parait guére discutable : étant 
donné qu’il n’apparait ni dans le sérum seul, ni dans l’antigéne 


seul, ni dans les surnageants de la zone d’excés d’anticorps, que l’on - 


considére habituellement comme dépourvus d’antigéne et qu’enfin 
il ne devient important que quand la quantité du précipité en 
milieu aqueux diminue, il faut admettre qu’il est constitué par des 
composés antigéne-anticorps solubles en milieu aqueux. 

I] n’est pas douteux d’autre part que l’on ne parvient a pré- 
cipiter par cette méthode qu’une partie des composés hydro- 
solubles. Ceci en vertu du méme raisonnement qui conduit a 
admettre |’existence des composés hydrosolubles : si tous les com- 
posés antigéne-anticorps étaient insolubles, le poids de précipité 
ne cesserait d’augmenter avec la quantité d’antigéne ; dés lors 
que l’abondance du précipité diminue par l’augmentation de ]’un 
des réactifs, i] faut : ou bien que les deux réactifs restent en pré- 
sence sans se combiner, ce qui est difficile & concevoir, ou bien 
qu’ils se combinent pour former des composés solubles. Ainsi 
nous pouvons par cette technique séparer dans la zone d’inhibition 
les composés antigéne-anticorps en trois fractions 

une fraction insoluble en milieu aqueux, 

une fraction soluble en milieu aqueux et insoluble en milieu 
alcoolisé, 

une fraction soluble en milieu aqueux et en milieu alcoolisé. 

Si nous considérons l’antigéne employé comme de composition 
constante, les différences de solubilité entre ces trois fractions ne 
peuvent étre dues que : soit a des différences entre les anticorps 
qui entrent dans leur constitution, soit a des proportions diffé- 
rentes de l’antigéne et de l’anticorps, soit plus probablement a 
Veffet combiné de ces deux causes. 


La courbe de la somme des deux précipités (en milieu aqueux 


et en milieu alcoolisé, courbe E, fig. 2) met en évidence quelques — 


faits intéressants : le maximum de précipité total est atteint sensi- 
blement au méme point que le maximum de précipité en milieu 
aqueux. Cependant, dés ce maximum, il existe déjAd une quantité 
appréciable de précipité en milieu alcoolisé et par conséquent de 
composés hydrosolubles. La courbe des précipités en milieu 
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aqueux ne renseigne donc qu’incomplétement sur la quantité 
d’anticorps présente dans un sérum. ; 

L’étude des composés insolubles en milieu alcoolisé permet 
d’obtenir des renseignements plus complets quoique sans doute 
encore imparfaits. Mais si cette technique convient au sérum de 
lapin, nos essais nous ont moniré qu’elle ne convient pas au sérum 
de cheval. En effet, certains constituants du sérum de cheval, 
en particulier les anticorps antipolyosides, donnent, dans les 
conditions ou nous nous sommes placés, un précipité persistant 
a la température du laboratoire. Felton [8] a utilisé cette parti- 
cularité pour purifier les anticorps antipneumococciques de cheval. 


CONCLUSIONS. 


1° L’étude quantitative de la précipitation spécifique en milieu 
aqueux d’un systéme précipitant ovalbumine-anticorps homologue 
de lapin nous a permis d’établir une courbe semblable dans son 
allure générale 4 celles qui ont été établies par d’autres auteurs. 
anticorps précipité 
antigéne précipité 
par un graphique dont le premier point est trés aberrant par 
rapport a la ligne droite prévue par la théorie de Heidelberger. 

3° L’addition d’alcool aux liquides surnageants. des précipités 
spécifiques, dans des conditions de concentration et de salinité 
appropriées, permet de précipiter une partie des composés 
hydrosolubles de la zone d’excés d’antigéne. 

4° De tels composés peuvent étre mis en évidence dés le 
maximum de précipitation en milieu aqueux. 

5° La courbe des précipités en milieu alcoolisé, aprés étre 
passée par un maximum, présente elle aussi une zone d’inhibition. 

6° Cette technique permet de séparer les composés antigéne- 
anticorps de la zone d’excés d’antigéne en trois fractions qui dif- 
férent par leur solubilité. 

7° Les différences de solubilité entre ces trois fractions sont dues 
vraisemblablement a l’association de deux causes : 

aux différences entre les anticorps réagissants, 
a des proportions différentes de l’antigéne et de l’anticorps dans 
leur constitution. 


2° L’établissement du rapport est représenté 
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ACTIONS PRIMAIRES 
COMPAREES DES RAYONS X ET ULTRAVIOLETS 
SUR LE BACILLE PARADYSENTERIQUE Y6R (°) 


par RaymMonn LATARJET. 


Lirradiation d’une préparation bactérienne avec des rayonne- 
ments différents peut fournir’ des indications : 1° sur le méca- 
nisme de l’effet radiobiologique primaire, c’est-a-dire des pre- 
miéres modifications consécutives & l’absorption de l’énergie 
radiante dans la matiére vivante ; 2° sur certaines particularités 
de structure de la bactérie. Le présent travail compare les actions 
léthales de deux radiations, l'une ionisante (X), l’autre non 
ionisante (U. V.) sur le bacille Y 6 R. 


I. — Rayons X. 


Le rayonnement est constitué par la raie Ko du molybdéne, de 


longueur d’onde 0,71 A. Son intensité au niveau de la prépara- 
tion est fixée, tant6t a 2.000, tantot a 4.000 r par minute. Le 
dispositif de mesure a été étalonné par comparaison. avec une 
chambre étalon mise au point par M. Frilley. 


Le bacille paradysentérique Y6R a été choisi pour son aptitude a se 
dissocier facilement dans ]’eau en individus distincts. L’absence d’amas 
microbiens est, en effet, un facteur expérimental essentiel. Le préleé- 
vement est effectué sur une culture 4gée, en moyenne, de trois jours 
(la sensibilité ne varie d’ailleurs pas au cours des premiers jours). Il 
est dilué dans ]’eau physiologique jusqu’&A une concentration de 750 
4 1.000 individus par goutte. Avec la méme pipette coudée, on dépose 
I goutte sur la gélose de 10 boites de Petri identiques, puis on étale. 
L’une des boites sert de témoin ; les autres sont soumises a des doses 
croissantes de rayons X. On recouvre ensuite chaque préparation d’une 
couche de 1 mm. de gélose 4 1 p. 100, qui limite le développement des 
colonies, respecte leur individualité, et facilite la numération. Celle-ci 
est assurée par deux opérateurs, aprés vingt-quatre heures d’étuve 
4 37°. On calcule alors, pour chaque dose, le taux de survie N/N,, 


(*) Communication présentée a la séance du 4 février 1943 de 1’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue frangaise. 
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rapport du nombre N de survivants, au nombre initial N, d'individus. 
Le phénoméne biologique pris pour test d’action est Varrét définitif 
de la multiplication par mort immédiate et mort différée. Hl semble, en. 
général, exclusif. Dans quelques cas, j’ai observé des effets parasites, 
comme le développement de colonies anormales ou de formes géantes, 
déja décrites par d’autres auteurs [45, 43]. 


Résutrats. — Le tableau I et la figure 1 donnent la moyenne 
de 6 expériences. 2° y représente deux fois ]a déviation standard 
(traits verticaux sur la figure). Le nombre total des colonies 
dénombrées est de 28.000. Ces résultats ont été contrdlés sur la 
méme souche, a différentes reprises au cours d’un intervalle de 
quinze mois, sans présenter de modification. | 


TaBigau 1. 

DOSE (7) N/No (p. 100) 2.6 (p. 100) 
GORGE Mae TW ive arcs Mitra Nase sendecae oh yn ets 90 0,90 
AE OOO RR. ase ce hele Man un pie atctiom seat iam 83 4,20 
WSO ase aNGy cun tree Rede ean outta ies og ener are 73 4,40 
DE OOO ee nates gaa h sisye ene in stats miata es 65 4,60 
MA OOO Riz vanes sliced coset a tee cn meth a 46 2,05 
NOOO (cialis oath uvbgis kee ete pitty cae 32 2,30 
MONOD Ogee teh Gre bats Colao) CLAS SR RS rete 18 2,55 
M5 SOO ae siesta Se Pe een ee Re at 2,80 
DOAOO0 cere teeaie cn StS aah onlaee, eae ie 3 3,20 


La courbe se superpose de facon satisfaisante 4 ]’exponentielle 
théorique correspondant 4 un nombre de coups n= 1. Ceci 
signifie qu’un seul « choc efficace » supprime la multiplication du 
bacille. La courbe expérimentale fournit la dose qui produit, en 
moyenne, un.choc efficace par individu (1). Ici cette dose est 
égale a 5.340 r, soit 8,5.10%° ionisations par centimétre cube, soit 
encore 4.260 par bacille (dont le volume est supposé égal 4 0,5 p°). 
Donec, un choe efficace correspond a la production de 4.260 ioni-. 
sations,au sein du bacille. j 

VOLUME SENSIBLE. — Or, il est bien établi aujourd’hui [4] que 
le « choc » résulte d’un seul phénoméne élémentaire d’ionisation, 
c’est-a-dire de la formation d’une seule paire d’ions (énergie 
consommée : 83,5 e. volts). Puisqu’un seul choc produit la lésion 
(car la courbe est exponentielle), une seule ionisation sur 4.260 
est efficace. Dans la « théorie de ]’impact » (target theory; Treffer- 
Theorie), on interpréte ce fait par ]’existence, dans le corps du 
bacille, d’une petite région, la « zone (ou volume) sensible », 
gouvernant la fonction biologique considérée, et qu'il suffit de 
léser pour entrainer le phénoméne étudié ; les lésions extérieures 
a cette zone sont relativement sans importance. 


(1) Le calcul montre [5] que, dans le cas n = 1, celte dose correspond 
au taux de survie N/N, = e—? = 36,8 p. 100. 
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Si lon Suppose d’abord que tout choc se produisant dans le 
volume sensible est efficace, ce volume oceupe ici 1/4260 du 
volume total du bacille, c’est-a-dire : . 


v, = 1,33 10—16 cc. 


Soit, en supposant ce volume sphérique, un diamétre 
d, = 60 my (2). 


Indépendamment de l’effet de groupement des ions (2), la 


N/M p 100 tog Wie 


fF 


50 


25 


o 


5000 10.000 415.000 20.900 


Fie. 14. — Courbe de survie du bacille paradysentérique sous la. radiation 
X 0,74 A. Trait plein, coordonnées normales; {, résultats expérimentaux avec 
déviation standard; pointillés, coordonnées semi-logarithmiques; XK x xX, 
points de l’exponentielle théorique pour n = 1. 


(2) Depuis quelques années, on tend a considérer que 1’électron 
secondaire (photo ou Compton), lancé dans la matiére par l’absorption 
d’un quantum X, exerce son action ionisante, non pas directement, 
mais par l’intermédiaire d’électrons tertiaires peu pénétrants, qui 
déterminent une ionisation dense le long d’une trajectoire trés courte. 
Ainsi, les paires d’ions sont distribuées, non pas isolément, mais en 
groupes, et l’acte élémentaire, le choc, est porté par un groupe de 
M paires d’ions — 2,2 en moyenne, d’aprés Jordan [9]. Dans ces condi- 
tions, le volume sensible devient ici :. 


of, = My, 


soit un diamétre de 80 my, si l’on admet le nombre de Jordan. Dans 
ce qui suit, je considére le volume v,, mais les calculs peuvent étre 
conduits de Ja méme fagon avec v’,. 
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valeur v, représente une limite inférieure de la valeur réelle ME 
du volume sensible. Elle suppose, en effet, que tout choc y est 
efficace, ce qui n’est pas certain. L’ionisation, trés bréve (10—* 
a’ 10-4 seconde), peut cesser, par neutralisation réciproque de 
deux charges de signes contraires, sans que la molécule ionisée 
ait eu l’occasion d’entrer en réaction avec une molécule voisine. 
Le choc est alors inefficace. On doit donc considérer une certaine 
« probabilité d’action » [49, 16] p — 1, actuellement inconnue, 
pour que le choc dans le volume sensible soit efficace. Pour 
obtenir V, il convient alors de multiplier par 1/p la valeur v, 
précédemment calculée [8]. 


Il. — Rayons ULTRAVIOLETS. 


La source est une lampe froide & vapeur de mercure 
Gallois, du type basse pression, fonctionnant sous 1.000 volts 
et 15 milliampéres. Le rayonnement a été mesuré par com- 
paraison spectrophotométrique -avec un brialeur préalablement 
étalonné en unités absolues [42]. La radiation de résonance 


2.537 A représente 95 p. 100 du rayonnement ultraviolet actif et, 
compte tenu de son coefficient d’efficacité trés élevé, intervient 
pour 98 p. 100 dans l’action léthale du rayonnement total. Ce 
rayonnement peut donc étre considéré, avec une excellente 
approximation, comme monochromatique. Son intensité, mesurée 
au niveau de la préparation, a été fixée & 30 ergs/mm?/seconde. 


Les bacilles provenant de la méme culture sont mis en suspension 
dans lV’eau physiologique sous une concentration de 2 4 5.104 éléments 
par centimétre cube. On introduit 2c.c. de cette suspension dans 
10 boites de Petri identiques, dont lune sert de témoin et dont les 
autres sont soumises 4 des doses croissantes. L’épaisseur du liquide 
irradié est de 2mm. (absence d’ombre portée) ; l’éclairement est 
uniforme sur toute la préparation. Aprés irradiation, on prélave 


TABLEAU If. 
DOSE N/N, o 
(ergs/mm’) (p- 100) (p- 100) 
ABE eke S i Rag ells penta a MON en Sine DR Aa 99 0,4 
GO toe Pe er Ri AGe ioe no ee ns nal a een ee eee 9353 0,3 
ABB oe Ginn la (ease Sle cael dnc pa ene eis 83,5 0,5 
VSO 65,54 SEAR ol COR SA eae orth ee pee 69,5 0,8 
Py Ma RIT Gee Le "A iar eG gs 4 50 0,94 
| eh Rae SoA SEROUS Le LT aR RC ES Ad 34 0,98 
Kil ene ny arm eSNG in eg eT ke 18 4,10 
ABD ie. a Bik Se ei Mra ca eh nea an oe rea ae 9 4,9 
GUD oF eis ne ic seme ie aan re an em 2 8 


I goutte de liquide, et on 1’étale sur gélose en boite de Petri. On pré- 
pare ainsi 3 boites par échantillon irradié, soit 30 boites, en s’assurant 
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que toutes les gouttes aient bien le méme volume. Ensuite, méme 
technique que dans le cas des rayons X. Le nombre total des colonies 
dénombrées est d’environ 90.000. Les résultats sont consignés dans le 
tableau II et dans la figure 2. 


Résuttats. — a) Du point de vue bactériologique, aucune 
différence n’a été décelée entre les deux séries d’expériences X 
et U. V. Tout se passe comme si, dans les deux cas, |’arrét de la 
reproduction résultait d’une méme lésion primaire. 

b) La dose, qui laisse une survie de 50 p. 100. est égale 


log N/N 
2 


» 2537A 


100 200 300 400 500 600 700 

ergs/ mm? ; 

Fig. 2. — Courbe de survie du baciljle paradysentérique sous la radiation 
2537 A. Trait plein, coordonnées normales; |, résultats expérimentaux avec 
déviation standard; pointillés 0, coordonnées semi-logarithmiques; + + +, 
points de la courbe théorique pour n= 5. 

N. B. — Dans langle supérieur droit de la figure, au lieu de: log. N/N, 
lire : log. N/No. 


a 225 ergs par millimétre carré. Pour B. coli, bacille du méme , 
groupe, elle est de 200 ergs [20]. 

c) La courbe est une sigmoide trés voisine de la courbe théo- 
rique correspondant, dans le cas d’individus de méme sensibilité, 
& un nombre de coups au but n = 5 (fig. 2). Pour les faibles doses, 
elle passe au-dessous, pour les fortes au-dessus de cette courbe 
théorique, ce qui s’explique aisément par l’inévitable variabilité 
individuelle de la sensibilité. Au début de Virradiation, le rayon- 
nement est plus efficace, par suite de la disparition plus facile 
des sujets les plus sensibles. A la fin, au contraire, il reste une 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 69, n°* 7-8, 1948. 14 


* 


210 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


forte proportion de sujets résistants, et la courbe expérimentale 
se redresse quelque peu. Cet effet a pour résultat de diminuer 
légérement la pente générale de la courbe, et de porter a conclure 
a un nombre de coups n inférieur au nombre réel. Dans le cas 
présent, ce nombre peut étre égal a 6 ou méme 7. 

d) En prenant n = 6, on peut connaitre d’aprés la courbe {5] 
la dose incidente correspondant en moyenne a un choc efficace par 
bacille. Elle est égale A 40 ergs/mm?, soit 5,2.10'? photons/mm*? 
(hy = 7,7.10-" erg, ~~ 5 e. volts), soit encore 3,3.10° pho- 
tons/bacille, en prenant pour surface apparente moyenne du 
bacille 0,63 »?. D’aprés Gates [6], une masse protoplasmique 
de 0,8 p (épaisseur moyenne traversée) absorbe 25 p. 100 de la 
radiation 2537 A. Ainsi, le bacille recoit en moyenne un choc 
efficace chaque fois qu’il absorbe : 


3,3.408 X 0,25 = 800.000 photons. 


e) Avec Vintensité utilisée (80 ergs/mm?/sec.), la dose de 
40 ergs est donnée en 1,33 seconde. Chaque bacille absorbe 
600.000 photons par seconde. Une étude paralléle de la récipro- 
cité, effectuée en faisant varier l’intensité de mille fois, entre 
0,3 et 300 ergs/mm?/sec., a montré que dans le cas présent le 
facteur temps intervient peu, et que les effets partiels des chocs 
se somment presque intégralement pour aboutir a la Iésion 
primaire. : 

f) Cette lésion correspond ainsi & une énergie absorbée 
de 6 x 5 = 80 e. volts, trés proche de celle de Vionisation 
33,5 e. volts. L’énergie qu’exige le volume sensible pour subir la 
radiolésion primaire est donc du méme ordre pour les ultraviolets 
que pour les radiations tonisantes. 


VoLUME SENSIBLE. — On vient de voir qu’il y a choc efficace 
chaque fois que le bacille absorbe 800.000 photons. Si l’on suppose 
encore que tout choc dans la zone sensible est efficace (proba- 
bilté d’action p = 1) on trouve, pour son volume : 


0 — 13 i 
a 51 (volume du bacille) _ 6.2.10 —'8 ¢.¢, 


8.408 
(qui correspond au volume d’une molécule protéique de densité 1,3 
et de poids moléculaire 480.000). 

Ce volume vz, est deux cent quinze fois plus petit que le 
volume v, calculé dans Je cas des rayons X en supposant éga- 
lement p = 1. 

IU. — La pRopasitith p’action. 


Ainsi, en adoptant ’hypothése de l’efficacité de tout choc dans 
la zone sensible, on aboutit a ce résultat, signalé déja par 


ACTIONS DES RAYONS X ET ULTRAVIOLETS 244 


Wyckoif [20], que son volume est beaucoup plus petit en ultra- 
violets qu’en rayons X. Ce fait est inacceptable. Les travaux 
d’Holweck et Lacassagne [7] ont conduit 4 considérer la zone 
sensible comme une formation morphologiquement définie de la 
cellule, dont la lésion entraine l’effet biologique considéré. Dans 
certains cas (levures, protozoaires), ces auteurs ont réussi 
a Videntifier 4 des organites histologiquement connus. Le volume 
sensible constitue une donnée anatomique et, chez un microorga- 
nisme déterminé, son calcul, par Vinterprétation correcte de 
Vaction des rayonnements, doit toujours conduire au méme, 
résultat. La discordance des valeurs v, et v, infirme done l’hypo- 
these de l’efficacité de tout choc dans la zone sensible, et plaide 
en faveur de cette probabilité d’action p du choc, déja signalée, 
variable avec certaines conditions expérimentales. 

Pour que leffet primaire se produise, i] faut que : 

1° Il y ait choc dans la zone sensible (probabilité d’atteinte). 

2° Le choc soit efficace (probabilité d’action). 

La succession chronologique de ces deux probabilités, qu’il ne 
faut pas confondre [47], est illustrée par le schéma de la figure 3. 


Volume sensible 


pas de choc 


| PHOTON X stome “secondaire J ———____ : 

| 22> (| PROBABILITE_D'ATTEINTE 
absorption Cf paires: : 
ions 


Neutralisation sans réaction 


(facteurs physiques) choc tneificace 


oy 


(facteurs physico- chimiques) 


choc 


(ionisation dans fe Réaction chimique 
volume sensible) (effet | 
primaire) | 


choc efficace 


Fic. 3. — Production de l’effet primaire par un rayonnement ionisant. 
Distinction de la probabilité d’atteinte et de la probabilité d'action. 


La nature des chocs produits par les rayons ultraviolets et par 
les rayons X n’est pas la méme. L’ ionisation, généralement accom- 
pagnée d’excitations multiples, a plus de chances d’étre efficace, 
eest-a-dire d’entrainer une modification de la molécule ionisée, 


{ 
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que l’excitation consécutive 4 l’absorption d’un photon ultra-violet 
de faible énergie. On peut écrire : 


(1) Px > Pw. 


Les volumes v, et v, calculés ci-dessus ne représentent pas le 
volume sensible réel V, mais le volume sensible « apparent » 


(Il) ea VON 


v est le « domaine formel de choc » des auteurs allemands [48]. 
Comme p < 1, il s’ensuit v = V. v est d’autant plus petit, pour 
une cellule donnée, que p est plus petit, et ’inégalité (I) explique 
pourquoi l’on a trouvé avec les ultraviolets un volume v, plus petit 
que Je volume v, calculé pour les rayons X. Les résultats pré- 
cédents relatifs aux radiations 0,71 A et 2.537.A_ précisent, 
d’apres |’équation (II) : 
poi = 245 p2637. 


~ Consiquences. — 1° La notion de probabilité d'action du choc 
accroit la portée de Ja théorie de l’impact. Cette théorie a consi- 
déré jusqu’ici que la sensibilité d’une cellule, dans des conditions 
~@irradiation déterminées, était entiérement définie par le volume v 
qu’elle identifiait 4 V, la cellule étant d’autant plus radiosensible 
que ce volume était plus grand. Or, ce volume est en fait égal 
a p.V, en sorte que la radiosensibilité devient fonction directe : 

a) Du volume sensible réel V, donnée anatomique. 

b) De la probabilité d’action p dans les conditions de l’expé- 
rience. 

Ce facteur p est fonction des données physiques de J irradiation 
(longueur d’onde, par exemple). Mais, celles-ci étant fixées, 
p dépend également de certaines conditions du milieu cellulaire ; 
p porte en lui la variable biologique. Ainsi, par exemple, la pro- 
babilité de floculation d’une molécule protéique excitée par le 
rayonnement est fonction du pH du milieu [3]; la probabilité 
d’oxydation est fonction de la teneur du milieu en~ oxygéne 
libre [44] — ceci permet d’expliquer, dans le cadre de la théorie 
de l’impact, la baisse de la radiosensibilité qu’entraine ,l’anoxie, 
phénoméne connu depuis longtemps (Cf. 44), etc. La théorie de 
impact peut ainsi interpréter par l’intervention de la probabilité 
d’action certaines variations biologiques de la radiosensibilité 
cellulaire. 

2° Lorsqu’on calcule Jes dimensions du microorganisme d’aprés 
les courbes des radiolésions, comme on |’a déja fait pour des 
ultravirus [1] et des bactériophages [8], il convient de connaitre 
au préalable la valeur de la probabilité d’action. Si on la suppose 


i 
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égale 4 1, on obtient seulement une limite inférieure des dimen- 
sions réelles (8). 


CAS DU BACILLE PARADYSENTERIQUE Y 6 R. — D’aprés les données 
expérimentales précédentes, on peut considérer’ que, chez ce 
bacille, la fonction de multiplication se trouve sous la dépendance 

'@une formation spécifique, dont le volume est 


Wiz 4533.10 5168 coc: 


qui, supposé sphérique, correspond 4 un diamétre 
d> 60 mp. 


Ces valeurs seront précisées par la connaissance de p,/,, qu, 
a priori, ne parait pas inaccessible. Rappelons a ce sujet qu’en 
1931, par des expériences et des calculs analogues, Holweck et 
Lacassagne [7] ont prévu chez Saccharomyces ellipsoideus |’exis- 
tence d’un centrosome que Vhistologie a vérifiée ultérieurement. 
Le probleme de la nature chimique de cette formation me 
semble étre orienté par le’ fait suivant : en ultraviolet, l’efficacité 
d’une radiation est régie avant tout par son absorption ; or, les 
courbes spectrales d’efficacité des diverses radiations ultra- 
violettes : 1° sur les bactéries (cas présent) ; 2° sur des éléments 
presque exclusivement constitués par de la substance nucléaire, 
comme des spermatozoides [10], se ressemblent étroitement (4), 
et présentent de grandes analogies avec la courbe d’absorption 
ultraviolette des nucléo-protéides. En particulier, le maximum 


d’efficacité coincide a 2.650 A avec le maximum spectral d’absorp. 
tion de Vacide thymonucléique [2]. 
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ACIDE ASCORBIQUE ET LEPRE MURINE (‘) 


par R.-O. PRUDHOMME. 


Le Mycobacterium lepre muris découvert par Stefansky est un 
des rares bacilles que jusqu’a présent l’on n’ait pas pu cultiver 
dans des milieux artificiels et que l’on soit obligé de faire passer 
d’un animal a l’autre pour en assurer la conservation. C’est au 
cours d’essais de culture dans des milieux synthétiques, complétés 
de dosages avant et aprés ensemencement, que nous nous sommes 
apergu qu’un broyage de lépromes introduit dans un tel milieu 
libérait une quantité assez considérable d’acide ascorbique [4]. 

Ce fait nous a incité & faire des dosages de vitamine C sur les 
organes des rats sains et des rats lépreux. Parmi les organes que 
nous avons choisis, nous nous sommes spécialement adressé d’abord 
aux lépromes, tumeurs formées de cellules remplies de B.A.R. (1), 
et ensuite au foie et 4 la rate ot dans les infections avancées 
on trouve de nombreux bacilles. I] nous a paru intéressant. de 
pratiquer aussi des dosages sur les glandes surrénales qui, comme 
on le sait, sont trés riches en vitamine C. 

La méthode employée a été celle de Paul Meunier [2]. Basée 
sur la décoloration, suivie cinéliquement a lélectrophotométre, 
de l’indo-2-6-dichlorophénol, elle permet d’éliminer du dosage 
les autres corps réducteurs de l’organisme tels que la cystéine 
et le glutathion. 

Les moyennes des résultats obtenus sur deux séries de 12 ani- 
maux sont résumées dans le tableau suivant. 

Milligrammes d’acide ascorbique par gramme de tissu frais (2) : 


RATS NORMAUX RATS LEPREUX 
HOles sas 0,104 0,425 
TR PSGY cc soe hs licen eee ar aera EA ean aes PAL Stet eno el 0,356 
SiITPONSLOSH ere lr er ts eopeme me cnn bre 0 Oud 4,015 
Léprome Oe eh ae Bs coos Sata 0,649 


(*) Communication présentce a la séance du 4 février 1943 de 1’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue francaise. 

(1) B.A.R. : en abréviation, bacilles acido-résistants. 

(2) Ces chiffres sont un peu faibles pour les rats normaux. Cela pro- 
vient de ce que le régime alimentaire de nos animaux 4 cette époque 
ne leur fournissait pas une quantité suffisante de matériaux nécessaires 
a Ja synthése de l’acide ascorbique. Nous savons, en effet, que lorga- 
nisme du rat fait la synthése de cette vitamine. 
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On voit que les organes des rats lépreux sont plus riches en 
acide ascorbique que ceux des animaux sains. Les lépromes 
notamment se montrent fort riches et ils se placent 4 ce point 
de vue aussitot aprés les surrénales. 

Ceci ‘nous a conduit a voir si l’évelution de la lépre chez les 
rats n’était pas modifiée.par une hypervitaminose C. Tel est 
Vobjet de cette courte note. 

Pour cela nous avons pris des rats infectés par voile sous-cutanée 
avec le bacille de Stefansky. Nous les avons divisés en deux lots 
premicr lot, animaux servant de témoins ; deuxiéme lot, animaux 
recevant par voie sous-cutanée de l’acide ascorbique en solution. 

Voici le protocole d’une de nos expériences 


5 aout 1937. a peau de l’aine droite de 10 rats 
1/2 c. c. d’une émulsion trés riche en bacilles de Stefansky, provenant. 
du broyage d’un léprome (souche lépre pulviforme). 

Un mois aprés. — 5 de ces rats sont inoculés sous Ja peau du ventre 
avec 0,030 g. d’acide ascorbique en solution injectable. Ces 5 rats 
recoivent tous les trois jours la méme dose pendant quarante-cing 
jours, soit 15 injections, ce qui équivaut 4 0,45 g. de vitamine C. 

7 octobre. — 1 rat témoin meurt, a l’autopsie on trouve le ganglion 
au point d’inoculation augmenté de volume et rempli de B.A.R. Les 
autres ganglions sont normaux. 

15 octobre. — 1 rat traité meurt. Les ganglions sont normaux, sauf 
celui du point d’inoculation qui est augmenté de volume et qui pré- 
sente en frottis de nombreux bacilles acido-résistants. 

3 décembre. — On laisse les rats au repos. A l’examen, les témoins 
paraissent normaux, sauf un qui présente au point d’inoculation un 
ganglion nettement augmenté de volume. Les 5 rats ayant recu de 
l’acide ascorbique ne présentent non plus rien de particulier. 

15 décembre. — On reprend le traitement a. l’acide ascorbique. Les 
injections sont continuées jusqu’au 3 avril, 4 la cadence d’environ une 
tous les deux jours, soit au total 32 injections de 0,030 g. de vitamine C, 
en tout 0,96 g. 

A cette époque les rats témoins présentent tous une augmentation du 
ganglion inguinal au point d’inoculation. Le rat qui montrait 
a l’examen antérieur un ganglion plus gros a maintenant un Iéprome 
de la taille d’une petite amande. Les rats traités 4 la vitamine C ont 
tous leur ganglion inguinal au point d’inoculation nettement augmenté 
de volume. Pendant ce laps de temps, on fait les observations sui- 
vantes, ; 

20 décembre. — 1 rat témoin meurt. A l’autopsie, on trouve un petit 
léprome au point d’inoculation. Un frottis des ganglions axillaires 
droit et gauche montre quelques B.A.R. 

23 décembre. — 1 rat traité & Vacide ascorbique meurt. Au point 
d’inoculation on trouve un Iéprome gros comme une petite noisette. 
Les ganglions axillaires et le ganglion inguinal droit sont augmentés 
de volume et présentent en frottis quelques bacilles acido-résistants. 

I™ janvier 1938. — On examine les rats. Les rats témoins sont por- 
teurs de petits Iépromes gros comme une noisette. Les rats inoculés 
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avec Vacide ascorbique ont tous des lépromes plus volumineux que 
ceux des rats témoins. Ils sont A peu prés de la taille d’une noix. 

14 janvier. — 1 rat témoin meurt. A l’autopsie, on trouve au point 
@inoculation un léprome gros comme une petite noix. Les ganglions 
axillaires sont augmentés de volume et contiennent de nombreux B.A.R. 
Le ganglion inguinal gauche montre aussi quelques bacilles. Le foie et 
la rate sont normaux, mais montrent en frottis quelques rares bacilles 
acido-résistants. 


rats. Les 2 rats témoins qui restent sont 
porteurs de lépromes de la taille d’une noix, encore durs, alors que 
ceux des 3 rats en traitement sont plus gros (comme un ceuf de pigeon) 
et déja nettement ramollis. 

20 février, — 1 rat traité montre un Iéprome qui s’est ulcéré. 

15 mars, — 1 rat traité a l’acide ascorbique meurt. Le léprome au 
point d’inoculation gros comme un ceuf de pigeon commence A se 
ramollir et montre en son cenire une masse caséeuse. 


Les ganglions sont tous bourrés de B.A.R. Le foie et la rate d’aspect 


normal montrent aux frottis quelques B.A.R. 

20 mars. — On examine les rats. Le rat traité dont le léprome était 
ulcéré présente maintenant une plaie de 3 cm. environ de diamiétre. 
C’est le léprome qui s’est vidé. Un frottis de cette plaie montre de 
nombreux B.A.R. L’autre rat survivant de cette série a un trés gros 
léprome fluctuant. 

Les rats témoins sont porteurs de lépromes gros comme une noix 
dont l’un est nettement ramolli. 

3 avril. — On cesse les injections d’acide ascorbique. On voit déja que 
les rats traités présentent des Iésions plus considérables que celles des 
rats témoins. La suite des observations le confirme. : 

10 avril. — 1 rat témoin meurt? Le léprome gros comme une noix 
montre en son centre une masse caséeuse trés riche en B.A.R. Les 
ganglions de cet animal sont tous augmentés de volume et trés riches 
en bacilles. Le foie et la rate paraissent normaux, mais montrent en 
frottis des bacilles acido-résistants. 

20 avril. — 1 rat traité, celui dont le léprome s’était vidé meurt. A 
l’autopsie, on trouve les ganglions axillaires transformés en petits 
lépromes. Le ganglion inguinal gauche est plein de B.A.R. Le foie et 
la rate, trés riches en B.A.R., présentent un aspect en mosaique. 

L’autre rat traité, survivant, est porteur d’un large ulcére a la place 
du léprome. Le léprome du rat témoin, qui reste, est de la taille d’une 
grosse noix et est fluctuant. 

3 mai. — Le dernier rat témoin meurt, son léprome de la taille d’une 
grosse noix est presque entiérement transformé en une masse caséeuse. 
Les ganglions axillaires sont transformés en petits 1épromes et bourrés 
de bacilles, ainsi que le ganglion inguinal droit. La rate et le foie 
montrent en frottis des bacilles acido-résistants. Ce dernier organe 
commence a prendre l’aspect en mosaique. 

15 mai. — Le dernier rat traité 4 l’acide ascorbique meurt. L’ulcére 
qui a remplacé le léprome s’est agrandi depuis le dernier examen. Les 
ganglions axillaires sont devenus de petits lépromes de la taille d’un 
petit pois. Le ganglion inguinal gauche présente aussi le méme aspect. 
Le foie et la rate trés riches en B.A.R. sont en mosaique. 
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Une autre expérience, que nous ne rapportons pas ici, faite 
dans les mémes conditions, nous a donné les mémes résultats. 

On voit qu’un excés de vitamine C favorise la croissance des 
lésions lépreuses, sans toutefois provoquer une généralisation plus 
rapide de la maladie. . ; 

Favorise la croissance des lésions lépreuses : Les rats témoins 
ont présenté en cing mois (observation du 1% janvier) un léprome 
gros comme une noisette alors que les rats traités a l’acide ascor- 
bique montrent a la méme époque un léprome: gros comme une 
noix. La différence s’accentue avec le temps puisqu’au bout de 
six mois environ (observation du 27 février) les rats témoins— 
avaient les lépromes de la taille d'une petite noix, tandis que 
chez les rats traités ils arrivaient 4 celle d’un ceuf de pigeon, fait 
qu’on ne rencontre qu’exceptionnellement chez les rats lépreux. 

La généralisation n'est pas plus rapide : Les rats traités et les 
rats témoins ont montré presque en méme temps une générali- 
sation dans le systéme lymphatique. L’ulcération des lépromes 
dans les deux séries s’est faite elle aussi A peu prés au méme 
moment. De plus, latteinte du foie et de Ja rate se produit & peu 
pres en méme temps. 

A quoi est due cette augmentation du volume du léprome ? Ces 
observations sont 4 rapprocher des expériences de Badger et de 
ses collaborateurs [3, 4] qui montrent que, chez les rats soumis a 
un régime carencé en vitamine B,, le temps d’incubation de la 
lépre est raccourci, la généralisation de la maladie est plus rapide 
dune part et, d’autre part, que les lésions locales au point d’ino- 
culation sont d’une taille plus petite que chez les rats normaux. 
Ils expliquent ce fait par l’inhibition de la défense de l’organisme 
due a une diminution d’activité cellulaire. La cellule de Vorga- 
nisme réagirait contre le bacille plus faiblement chez le rat avita- 
miné B, que chez les animaux non carencés. 

Dans nos expériences, nous assistons 4 un phénoméne inverse. 
ll] serait 4 supposer que la vitamine C, en agissant sur les cellules 
de lorganisme, favorise la défense de lorganisme, l’activité cel- 
lulaire étant plus grande. Les cellules arrivent en plus grand 
nombre vers les Iésions pour phagocyter les germes, mais n’étant 
pas capables de les digérer elles s’infectent, se transforment avec 
le temps en cellules lépreuses et viennent ainsi grossir la tumeur. 
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RECHERCHES SUR LES SACTERIOPHAGES 
DE L'EAU DE LA MARNE 


par A. GUELIN. 


(Institut Pasteur, Paris.) 


Kn 1941, a la demande de la Commission scientifique du bassin 
de la Seine, nous avons été chargée de l’étude des bactériophages 
dans les eaux de ce, bassin. 

L’étude des bactériophages des eaux est intéressante a divers 
titres. On peut, notamment, se demander si ces principes inter- 
viennent, ef dans quelle mesure, dans Ja destruction des bactéries 
des eaux. 


La présence dans l’eau de bactériophages actifs pour les _ 


bacilles typhique, paratyphique A. et B. coli, dysentérique, le 
vibrion cholérique, le Protéus, les staphylocoques, a, en effet, été 
signalée par de nombreux auteurs. Citons parmi eux : Dumas 
(1920), Arloing, Sempe et Chavanne (1925), Arloing et Chavanne 
(1925), Nakashima (1925), Manolin et Costin (1925), Arloing et 
Sempe (1926), Fejgin (1926), Bilouet (1926), Vagedes et Gilde- 
meister (1934), Robic (1936). 

Ces bactériophages jouent-ils un role dans l’épuration des 
eaux ? Les avis sont trés partagés 4 cet égard. On s’est demandé 
par exemple si l’observation déja ancienne (1896) de Hankin 
sur l’action bactéricide des eaux du Jumna et du Gange pour le 

-vibrion cholérique ne doit pas étre mise sur le compte de bacté- 
riophages actifs pour ce germe. 

Arloing et Sempe (1926) attribuent aux bactériophages la stéri- 
lisation naturelle des nappes d’eau. Boujanowski (1929), Beckwith 
et Rose (1930), Segre (1930), Nyberg (1931), Nick (1936), consi- 
dérent les bactériophages comme des agents actifs contre les 
microorganismes des eaux. Par contre, Zdansky (1924) conclut 
que les bactériophages ne jouent aucun role dans I’ épuration des 
eaux. 


Abordant l’étude des bactériophages des eaux d’un autre point | 


de vue, on s’est demandé si la présence de bactériophages du 
sroupe coli-typhique ne serait pas en rapport avec l’abondance 
de germes appartenant a ce groupe. Dans ce cas la richesse en 
bactériophages d’une eau pourrait fournir une indication sur le 
degré et peut-étre méme sur la nature de la pollution. 
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Ici encore les opinions different. Vagedes (1932), Schlossman 
(1933), Dienert, Etrillard et Lambert (1934), Robic (1935) consi- 
dérent que la présence de bactériophages est. susceptible de 
fournir une indication sur la propreté bactériologique d’une eau. 

Schuurman et Schuurman ten Bokkel (1934), Rhodes et Ludlam 
(1939) trouvent que la présence de bactériophage typhique num- 
plique pas la contamination des eaux par le bacille typhique. 
Quant a Renaux (1929), Gildemeister et Watanabe (1931), ainsi 
que Couture (1936), ils pensent que la recherche des bactério- 
phages n’a pas de valeur pratique pour le contréle de Teau 
potable. ne 

Il était intéressant de reprendre cette étude. Les variations de 
la teneur d’une eau en bactériophages pouvaient-elles fournir des 
indications utiles sur son degré de pollution? Pour répondre a 
cette question, i] fallait : 1° faire des prélévements systématiques 
ct répétés en un méme point et 2° comparer les variations dans 
Ja teneur en bactériophages avec celles de la teneur en B. coli. 

Le B. coli constant dans les eaux souillées, sert en effet aux 
hygiénistes d’indicateur de pollution des eaux potables. Certains 
auteurs considérent que les méthodes actuellement employées 
pour la recherche du B. coli dans les eaux ne sont pas suffisantes. 
Ces méthodes se basent surtout sur les propriétés du B. coli de 
produire de Vindol et d’attaquer le lactose. Or, il existe dans 
eau des variétés de B. coli ayant perdu ces propriétés et qui 
peuvent ainsi échapper a l’examen. La recherche des bactério- 
phages pourrait éventuellement permettre de contréler ou de com- 
pléter les résultats fournis par la recherche du B. coli. 


RECHERCHES PERSONNELLES. 


Les prélévements d’eau étaient faits a intervalles réguliers 
dans la Marne ainsi que dans son canal latéral a Neuilly-sur- 
Marne. Trois échantillons d’eau étaient prélevés en méme temps 
chaque semaine : le premier dans le canal latéral de la Marne, 
4 cété de l’écluse, le deuxiéme dans la Marne en amont du canal.. 
et le troisiéme dans la Marne en aval du canal, en face -de 
Vusine de la Compagnie générale des Eaux. 

Neuilly-sur-Marne se trouve sur la rive droite de la Marne. 
L’agglomération principale se trouve entre V'usine de la Com- 
pagnie générale des Eaux et la jonction du canal avec Ja Marne. 
Les échantillons prélevés en aval du canal correspondent done 4 
de V’eau de la Marne prise avant son passage devant l’agglo- 
mération habitée, tandis que ceux prélevés en amont contiennent 
de l'eau prise a distance de toute habitation. Les bords du canal 
latéral au point choisi pour nos prélévements sont relativement 
pauvres en habitations, mais, 1 km. plus haut, se trouve I’ Asile 
des Vieillards (voir tableau I). L’eau prélevée est mise A la 
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glaciére a 4°, aprés quoi on procéde A la recherche qualitative 
et quantitative des bactériophages. La recherche paralléle du 
B. coli était faite dans le laboratoire de M. Dienert, a l'Institut 
~ Agronomique. 


RECHERCHE QUALITATIVE. 


_ Le jour méme du prélévement, 20 c.c. d’eau sont mélangés avec 
50 c.c. de bouillon peptoné et le mélange est ensemencé avec les 
6 souches bactériennes suivantes repiquées la veille sur gélose inclinée : 
B. typhique (Lister), B. paratyphique A (Kauffman), paratyphique B 
(Rouland), B. coli (Bruxelles), B. dysentérique (Shiga 4), B. paradysen- 
térique (Y). Toutes cesJsouches proviennent de la collection de 1’Institut 
Pasteur et ont été choisies pour leur sensibilité aux bactériophages du 
groupe coli-typhique-dysentérique. A deux reprises, au cours de nos 
recherches, la souche de B. Shiga devint résistante, ce qui faussa 
pendant un certain temps les résultats relatifs aux bactériophages 
actifs pour ce germe. 

Le lendemain, la culture était filtrée sur bougie et le filtrat éprouvé 
vis-a-vis des bactéries qui ont servi a l’enrichissement. Pour cela, une 
suspension de chacune de celles-ci est étalée 4 la surface d’une gélose 
a 1,5 p. 100 et I goutte de filtrat est déposée, sans étalement, sur la 
gélose ainsi ensemencée ; on laisse sécher pendant trente minutes A 
lVabri de la lumiére et on porte a 1]’étuve. Le jour suivant, en possession 
des résultats qualitatifs, cest-i-dire ayant déterminé le « spectre » 
bactériophage de 1|’échantillon d’eau, on procéde & 1’étude quantitative 
des bactériophages ainsi décelés. 


RECHERCHE QUANTITATIVE. — Aprés plusieurs essais nous nous 
sommes arrétée 4 la technique suivante 


On détermine la plus petite quantité d’eau dans Jaquelle on peut 
déceler le bactériophage étudié. Pour cela l’eau de _ prélévement 
mélangée 4 du bouillon (2 parties d’eau pour 1 de bouillon) est filtrée 
sur bougie et distribuée dans une série de 6-tubes a raison de 0,15 c. c., 
O 7D iCniCes 1,08 Ch 4. DaC. Co7,0-C..C., 25. C.-C, et 30) 'e!'c.: Spar ‘tube;.ce 
qui correspond: a 0,1 c..c., 0,5 c..c., 1 c. cz, 3.c.c¢., 5 c. ¢.,:10'¢. cet 
20 c. c. d’eau a analyser. Chaque série de tubes est ensemencée avec 
une souche bactérienne sensible au bactériophage dont nous cherchons 
4 préciser le taux. Le lendemain, ces tubes sont chauffés pendant trente 
minutes a 56°-58°, afin d’éliminer les germes résistants au bactério- 
phage qui peuvent apparaitre aprés action de celui-ci. De chaque tube, 
on dépose I goutte sur de la gélose 4 1,5 p. 100 ensemencée au 
préalable avec la bactérie voulue. La quantité minimum d’eau qui 
nous aura fourni un bactériophage actif pour cette bactérie indiquera 
la teneur de l’eau en ce bactériophage. Le cas échéant, |’étude est pour- 
suivie en diminuant ou en augmentant les quantités d’eau éprouvées. 


Cette méthode quantitative a été appliquée a partir du mois 
d’aott 1941 a la recherche de bactériophages actifs pour le 
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—4ux de la Marne. 
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B. coli dans les trois échantillons d’eau recueillis 4 chaque prélé- 
vement, ainsi que, plus généralement, de bactériophages du 
groupe coli-typhique-dysentérique dans la Marne, en aval du 
canal latéral. 

Nous avons figuré sur le tableau I les résultats fournis par les 
prélévements faits entre mai-juin 1941 et juin 1942. La présence 
des bactériophages actifs pour un germe donné est indiquée par 
Je signe +, leur absence par —, ce signe ‘indiquant que la 
recherche d’un bactériophage donné dans 20 c. ¢. d’eau (volume 
pris pour unité dans l’établissement de nos graphiques), avait 
fourni un résultat négatif. Le graphique 1 reproduit les résultats 


400 


BACTERIOPHAGES 
200 


—O—— PARA TYPHIQUE B 
\—-O-—cou 


\rrtto@ + <DYSENTERIQUE (Shiga) 


' 
‘ 
‘ 
‘ 
40 . 
‘ 2 = 
20 ‘ Pom -+@---0 
Rey 
10 oe i] \ 
7 a i iea\\ 
Ibe AN 
4R f \ 
Wesmay 4 \ 
2 V4 at 
om ye 
7 MOE 
9 2 BrIIOS 2255 26 cic De Sha On Neate AOE EAL an sG) eon Lat 8 45 73 27 10 
Janvier 1942 Février Mars _ Avr} Mai Juin 
Fic. 4. — Variation de la teneur du bactériophage de l’eau de la Marne 


en janvier-juin 4942, en aval du canal latéral. 


quantitatifs du tableau I pour la pee janvier-jum. Le tableau IL 
ainsi que les graphiques 2, 3 et 4 figurent les variations de. la 
teneur en B. coli et en rude actifs pour ce germe, des 
échantillons d’eau prélevés aux trois points indiqués au début 
de cette étude. 


Le graphique 8 permet de comparer la teneur en B. coli en 


amont et en aval du canal ; le graphique 4 celle en bactériophage 
coli aux mémes points. 

Les résultats figurés nolamment dans les graphiques 3 et 4 
font ressortir le parallélisme des variations dans la teneur en 
B. coli et en bactériophages actifs pour ce germe, des échan- 
tillons prélevés en aval et en amont du canal de la Marne. L’étude 
de Veau prélevée en -amont du canal n’a pu étre faite de fagon 
assez suivie pour fournir des résultats valables. ; 

La concordance dans les variations de la teneur en B. “oli at 
en bactériophages actifs pour ce germe mise en évidence par les 
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résultats obtenus parait indiquer que, dans certaines conditions, 
_ ia teneur d’une eau en bactériophages peut en indiquer le degré 
de pollution. 

L’extension de ces études permettra, nous l’espérons, de préci- 
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Fic. 2. — Teneur comparée en bacille et bactériophage coli 
de l’eau de la Marne en aval du canal lateral. 


ser la valeur des indications ainsi obtenues pour la surveillance 
des eaux potables. 3 

Nous dirons, pour terminer, quelques mots sur certaines 
observations faites au cours de ce travail. 

La teneur en bactériophages du groupe du B. coli dans la 
Marne est plus élevée en aval qu’en amont du canal, tandis qu’il 
ny a pas grande différence dans la teneur en B. coli lui-méme. 

Les constatations faites plus haut (parallélisme dans la teneur 
en B. coli et en bactériophages) permettent de supposer que la 
Marne est plus souillée en aval qu’en amont du canal. Cette 
‘différence de souillure est indiquée plus nettement par la teneur 
en bactériophages que par celle en B. colt. 

Par ailleurs, il est intéressant de constater que la teneur en 
-bactériophages étant plus élevée en. aval qu’en amont, les varia- 
tions de cette teneur aux deux points de prélévement se montrent 
paralleéles. 

La raison de cette différence de pollution sur une distance de 
300 m. ne peut s’expliquer par l’apport des eaux du_ canal; 
@aprés nos résultats, en effet, l’eau du canal serait moins 
souillée que celle de la Marne. Mais la présence immédiate d’une 
ville sur le bord de la Marne, en aval du canal, et Je manque 
total d’habitations sur le bord en amont du canal, qui est séparé 
de la ville par le canal méme, fait ressortir, une fois de plus, 
le role joué par les habitations dans la pollution des eaux. Les 
recherches plus poussées sur l’eau recueillie aux deux rives ainsi 
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que sur celle prélevée au milieu de la Marne nous fourniront 
sans doute des indications a ce sujet. 

Le fait que, malgré la teneur différente en bactériophages et 
en B. coli en amont et en aval du canal, les variations de cette 
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teneur sont paralleles fait penser que la présence de maisons influe 
sur le taux de bactériophage ; quant aux variations elles-mémes, 
nous nous proposons d’en rechercher les causes dans la suite de 
ce travail. 

_Ainsi que cela avait été rapporté dans des publications anté- 
rieures (Guelin, Rouyer, Guelin et Grabar, Rouyer et Guelin, 
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TasLeau U1. — Teneur en bactériophage Coli et 8. Coli 
dans les eaux de la Marne et son canal. 
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1942), nous avons isolé au cours de ce travail quelques bacté- 
riophages du groupe typhique-dysentérique se rapprochant par 
leur taille du bactériophage dysentérique $13 de Burnet, Jequel 
est le plus petit bactériophage connu jusqu’ici. Leur description 
ayant été faite dans ces communications, nous voulons ici attirer 
J’attention sur le fait que ces bactériophages n’ont été décelés 
que dans la période comprise entre la deuxiéme moitié d’octobre 
et le début de janvier, c’est-a-dire pendant la saison le moins 
ensoleillée de l’année. Ce fait pourrait étre en relation avec la 
grande sensibilité de ces bactériophages 4 la lumiére du jour. 


RESUME. 


Nous-avons recherché les variations qualitatives et quantitatives 


de la teneur de l’eau étudiée en bactériophages du groupe coli, 
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ainsi que les variations de sa teneur en B. coli, au moyen de 
prélévements hebdomadaires faits durant Vannée 1941-1942 dans 
le canal latéral de la Marne et dans la Marne en amont et en aval 
de ce canal. é 

Les résultats obtenus peuvent se résumer comme sult : 

1° Il y a parallélisme dans les variations de la teneur en B. coli 
et en bactériophages actifs pour ce germe dans l’eau de Marne 
prélevée en aval du canal ; Bees | 

2° Il y a également concordance dans les variations de la teneur 
en bactériophages et en B. coli en amont et en aval du canal, 
alors que les quantités respectives de principe lysogéne et de 
bactéries dans l’eau de ces deux points étaient différentes. Cette 
différence était plus prononcée dans le cas des bactériophages que 
dans celui du B. coli. 

3° Des bactériophages de trés petite taille et formant un groupe 
lomogéne comprenant le bactériophage dysentérique S 13 de 
Burnet ont pu étre isolés pendant la période le moins ensoleillée 
de l'année ; ; 

4° Le parallélisme présenté par les variations de la teneur en 
B. coli et en bactériophages correspondants des échantillons d’eau 
étudiés permet d’envisager |’extension éventuelle de ces études 
au contréle bactériologique des eaux potables. Des recherches 
sont en cours dans cet ordre d’idées. 
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ACTION DES AGENTS CANCERIGENES CHIMIQUES 
SUR LES LEVURES 3 


ACTION DE L’ARSENIC 


par P. BERAUD. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


Depuis que Warburg et ses éléves [1] ont mis en évidence le 
déséquilibre existant chez les cellules cancéreuses entre respira- 
tion et glycolyse, plusieurs auteurs ont songé 4 expérimenter sur 
des levures l’action des agents cancérigénes. C’est ainsi que 
Y. Pourbaix [2] a étudié influence du styryl-430 sur le méta- 
bolisme glucidique de la levure et que A. Lacassagne, M. Schoen 
et P. Beraud [8] ont examiné, au point de vue croissance, fer- 
mentation et respiration, le comportement de plusieurs lignées, 
issues d’un méme Saccharomyces ; a Ja suite d’irradiations effec- 
tuées dans des conditions variées. Inversement, ce sont les 
travaux de Lundsgaard [4], puis ceux de Cayrol et Genevoix [5] 
démontrant l’effet inhibiteur des acides halogénés sur la fermen- 
tation ‘alcoolique, qui ont incité J. Brisou [6] a expérimenter 
Vaction de l’acide monobromacétique sur des animaux cancéreux. 

La présente étude a trait au probléme suivant : 

Est-il possible de faire apparaitre chez des levures soumises a 
action d’un agent cancérigéne chimique des modifications héré- 
ditairement transmissibles, analogues a celles que !’on constate 
chez les cellules cancéreuses, lorsqu’on les compare aux cellules 
normales d’ot elles paraissent issues ? Ce probléme n’est qu’un 
cas particuler d’un probléme plus vaste, en partie résolu : celui 
de la transformation des espéces microbiennes sous |’influence 
d’agents physiques ou chimiques. Chez les levures, l’apparition 
de modifications héréditaires sous l’influence de ces agents est 
connue. Nadson [7] a décrit un certain nombre de « chimio-races » 
obtenues a la suite du traitement de plusieurs levures par diverses 
substances : chlorure de calcium, chloroforme, cyanure de potas- 
sium. Des faits analogues ont été signalés par F. W. Fabian et 
N. B. Mc Cullough [8]. Il s’agit ici de transformations de grande 
amplitude équivalant parfois au passage d’un genre & un autre 
genre. 
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A coté de ces extraordinaires changements, il est des variations 
moims importantes maintes fois décrites. Ce sont celles qui corres- 
pondent aux nombreux cas d’accoutumance des levures aux anti- 
septiques. Cultivée en présence de doses croissantes d’un anti- 
septique, la levure acquiert une certaine faculté de résistance 
vis-a-vis de cet antiseptique et, dans plusieurs cas, cette faculté 
peut se transmettre de cellule-mére a cellule-fille pendant de nom- 
breuses générations, en l’absence de l’agent qui lui a donné 
naissance. L’accoutumance des levures aux antiseptiques a été 
surtout étudiée par Effront qui a utilisé pour ses expériences 
Yacide fluorhydrique, le formol et l’arsenic. Cette derniére 
substance est particuliérement intéressante, car elle agit parfois 
comme agent cancérigéne. Son action A ce point de vue a été 
signalée par Hutchinson dés 1888 [9]. C’est l’arsénite qui parait 
étre la forme la plus active [10]. Kennaway [44] est arrivé a pro- 
duire le cancer de‘la peau chez la souris par badigeonnage avec 
une solution d’arsénite de potassium. Carre] a provoqué des sar- 
comes chez les poules en leur injectant un mélange d’acide arsé- 
nieux et de pulpe embryonnaire. Enfin il y a lieu de rappeler 


ici les curieuses expériences de J. Lefévre [42] relatives a Vobten- . 


tion de végétaux polypoides a l’aide de lacide cacodylique. 
D’aprés les essais effectués jusqu’ici, les arséniates ne paraissent 
pas devoir étre classés parmi les agents cancérigénes. Cependant 
i] était intéressant de comparer leur action 4 celle de leurs proches 
parents chimiques, les arsénites, dont l’action cancérigéne n’est 
pas douteuse. L’exposé suivant est relatif 4 l’action de ces deux 
sels. I} débute par une étude de l’accoutumance de la levure a ces 
substances. Préalablement a tout examen des modifications 
_apportées par Varsenic chez les levures se posait, en effet, la 
question. suivante : « Dans le cas de l’accoutumance 4a |’arsenic 
le caractére d’adaptation se transmet-il héréditairement, en 
V’absence de ]’antiseptique, comme dans le cas de |’accoutumance 
aux fluorures » ? Cette question n’a malheureusement pas été 
abordée par Effront. I] y avait lieu, d’autre part, de compléter 
les précieuses indications que nous donne cet auteur sur le méca- 
nisme de |’accoutumance dont l’importance est ici primordiale. 


J. — ACTION DE L’ARSENIATE DE SODIUM SUR LES LEVURES. 


AGCOUTUMANCE A L’ARSENIATE. — Les expériences suivantes ont 
porté sur plusieurs Saccharomyces, en particulier sur la levure 
de boulangerie Springer et sur une autre levure de boulangerie 
désignée, ici, sous le nom de levure B1. Chacune de ces levures 
provenait d’une cellule unique, isolée par la méthode des gout- 
telettes. Afin de réduire les variations pouvant résulter de l’age 
des cellules, les ensemencements nécessités par les différents essais 
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étaient effectués avec des cellules agées de moins de vingt-quatre 
heures. ; 

Pour évaluer les progrés de ]’accoutumance, Effront [13] pesait 
les récoltes de levure correspondant aux différentes doses. fl 
déterminait, d’autre part, le nombre des cellules mortes par la 
coloration au bleu de méthyléne. Enfin, il appréciait la marche 
des fermentations par la chute de densité des motits ensemencés. 
Par ces méthodes, il a pu montrer que l’arsenic entravait surtout 
le développement et que cette action s’atténuait avec le nombre 
des passages en présence de l’antiseptique. « Quand on cultive 
la levure en présence de 25 mg. d’arsenic sous forme d’arséniate 
de soude », dit-il, « on constate une faible récolte en levure dés 
les premiéres cultures. Cette récolte augmente et aprés 9 cultures 
en présence de la méme dose d’arsenic on arrive a une récolte 
normale. Si & ce moment on double la dose d’arsenic, la récolte 


. 


se trouve A nouveau diminuée. On la raméne a un taux normal 


par des passages successifs en présence de la méme dose de pro-~ 


duit toxique ». 

Les levures Springer et B 1 utilisées ici donnent lieu a des obser- 
vations analogues. Cependant elles s’accoutument facilement a 
des doses bien supérieures 4 celles indiquées par Effront. C’est 
ainsi que la levure Springer se développe, dés le premier passage, 
dans de |]’eau de touraillons saccharosée contenant une dose 


d’arsenic correspondant a la concentration 


x soit 375 mg. 
d’arsenic par litre. Cependant, a cette concentration, la multipli- 
cation des levures Springer et B1 reste toujours inférieure 4 leur 
multiplication en milieu normal. Certaines levures, comme les 
levures de vin de champagne, sont encore moins sensibles 
a larsenic que les levures de boulangerie. D’autres, comme le 
Schizosaccharomyces pombe ne supportent que de faibles doses 
d’arséniate. 

Bien que la détermination des cellules mortes par coloration au 
bleu de méhyleéne soit un procédé trés aléatoire [44], les méthodes 
employées par Effront lui ont permis d’obtenir d’utiles renseigne- 
ments. Cependant, elles ne pouvaient lui donner qu’un résultat 
d’ensemble sans lui permettre d’élucider d’une facon précise le 
mécanisme de ]’accoutumance. Pour analyser ce mécanisme, la 
méthode la plus stre est de suivre au microscope la croissance de 
la lJevure en milieu a J’arséniate, soit en goutte suspendue 
en chambre humide, soit sur gélose. 

Si l’on observe, en chambre humide, le développement de Ja 
levure Springer ensemencée en eau de touraillons sucrée, géla- 
tinée, contenant des doses croissantes d’arséhiate de sodium, on 
constate une trés grande variabilité dans le comportement des 
cellules. Telle d’entre elles ne se multiplie qu’un petit nombre de 


Si 

% 
oS 
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fois, telle autre, au contraire, donne naissance, dans le méme 
laps de temps, a une colonie visible a l’ceil nu. De nombreux 
globules ne commencent a bourgeonner que plusieurs jours aprés 
Vensemencement, d’autres restent. stériles et la proportion de ces 
derniers est d’autant plus élevée que la dose d’arsenic est elle- 
méme plus élevée. Voici par exemple un dénombrement de colonies 
effectué a différentes époques aprés ensemencement d’une suspen- 
sion trés étendue de levure Springer dans de l’eau de touraillons 


gélatinée contenant une dose d’arséniate de 


200 
NOMRRE DE COLONIES 
, AGE formées en pour 100 COLONIE LA PLUS IMPORTANTE 
de la cultur (groupes de plus repérée sur 100 
de trois cellules) 
46 heures. . 47 413 cellules. 
24 heures. . 28 50 cellules. 
40 heures. . 32 Plus de 300 cellules. 
5 jours... 36 Colonie de 4 mm de diamétre 


pouvant contenir 
de 5.000 a 10.000 cellules. 
8 jours... Colonie de 2 mm. de diamétre. 


Au dela de cing jours l’observation’est rendue impossible par 
le développement des colonies les plus grosses. 

Au voisinage de la concentration Foo &™ arséniate, les dimen- 
sions atteintes par les diverses colonies deviennent extrémement 
variables comme en témoigne la figure 1. En |’absence d’antisep- 
tique, ces phénoménes n’ont pas lieu ou sont trés rares et les irré- 
gularités constatées dans la croissance sont faibles. C’est ainsi que 
des globules jeunes de levure Springer ensemencés en eau de 
touraillons gélatinée donnent tous naissance, en moins de vingt- 
quatre heures, a des colonies approximativement sphériques de 
taille comparable. Au deuxiéme passage sur Je milieu contenant 
l’antiseptique le pourcentage des cellules stériles diminue dans de 
fortes proportions. Au troisiéme passage, toutes les cellules pro- 
duisent une colonie. La croissance de ces colonies est cependant 
moins rapide que dans le milieu témoin et leurs dimensions restent 
extrémement variables. 

Ainsi que l’a signalé Effront [45], la sélection joue un rdle 
important dans l’accoutumance. En présence d’arséniate a la 


concentration spar exemple, 1 cellule sur 10 seulement donne 


naissance, en milieu gélatiné, 4 une colonie visible a [’ceil nu. 
Cependant, Effront attribuait cette sélection 4 la mort des cellules 
alors qu’elle résulte bien davantage, dans des milieux liquides, 
tels que ceux qu’il employait, de la concurrence vitale entre des 
lignées se différenciant par leur multiplication plus ou moins 


; 
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rapide et probablement aussi par d’autres caractéres qui nous 
échappent. L’expérience suivante montre les écarts de vitesse entre 
différentes lignées. 

De l’eau de touraillons gélatinée contenant an d’arséniate a 
été ensemencée avec une suspension diluée de levure Springer non 
accoutumée, de fagon a obtenir des colonies bien séparées. Quatre 
de ces colonies, A, B, C, D, ont été repiquées respectivement dans 
20 c.c. d’eau de touraillons a l’arséniate. Aprés quarante-huit 
heures, le nombre des globules a été compté dans chaque culture 
et 4 tubes contenant 20 c. c. d’eau de touraillons a |’arséniate ont 
recu respectivement 6 millions de globules provenant de chacune — 


Fic. 4 A. Fic. 4 B. 


Fic, 4 A. — Colonies de levure Springer sur eau de touraillons gélatinée 
(culture de quatre jours). 


Fic. 14 B. — Colonies de levure Springer au 1° passage sur eau de tourail- 
lons gélatinée contenant oa d’arséniate (culture de trois semaines.) [Institut 


Pasteur. Photographie P. Jeantet.| 


Welles. L’expérience a été réalisée en triple. Une expérience 
(émoin a été faite en partant de quatre colonies E, F, G, H, préle- 
vées en eau de touraillons sans arséniate. Voici les chiffres moyens 
trouvés aprés quarante-huit heures de développement A 1’étuve 
eho. 

Nombre de cellules par centimétre cube. 


A 32 millions. E.ceeh Se 26h millions. 
B 48 — | ay ata rerun ate aa ee co | — 
CG 2299) — Gos Sr ie Yo ea mat 
D : 92 —_ pS Iovate lhe ial ci Ne = 


L’observation microscopique du développement sur eau de tou- 
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raillons gélosée montre que 93 4 98 p. 100 des cellules se multi- 
phent. Les écarts de récolte ne peuvent done s’expliquer ici par 
une mortalité plus ou moins grande des cellules. 

Si, d’autre part, nous comparons suivant la méme méthode, le 
développement sur milieu a l’arséniate, d’une part de la lignée A, 
d’autre part de la levure témoin non accoutumée, nous obtenons 
les chiffres suivants : 


Nombre de globules par centimétre cube 
aprés quarante-huit heures a 25°, 


=] Q Bi a 
oe oF Sa Cre. 2a 
Be eet (ga cael ge 
n-S ws nes ALS oa 
<4 <o 45 << tI 
acs acs acs QS Sees) 
aS g g es 8 
ae vali ech Re 

nN 22 oo ae E2 

RE Ee 

PASM e vas Mo Misia sna 30,5 34 33 35 32 

33 


Levure non accoutumée. . .| 414 18 29 84 


"OC RAR PA OSGI SEN DESEO EOC GEE ESTE BLED ILD ILS ETP TOI ATP PIO 


Cette expérience montre que l’accoutumance a une dose déter- 
minée d’antiseptique aboutit & une levure possédant un rythme 
maximum de multiplication et que ce résultat peut étre atteint 
plus rapidement en pratiquant artificiellement la sélection. 

Les phénoménes de variabilité et de sélection se produisant dans 
les cultures effectuées en présence d’arsenic peuvent encore étre 
démontrés d’une autre facon. 


Lorsqu’on suit le développement d’un microbe dans une série de 
tubes identiques contenant la méme dose d’antiseptique et ensemencés 
de facon uniforme, on observe parfois de trés grandes irrégularités. 
Ch. Richet [416], qui-a étudié ce phénoméne dans tous ses détails, 
Vattribuait au fait que le microbe s’était tout d’un coup habitué dans 
tel ou tel tube et avait subi, 14, une premiére mutation brusque. Pour 
‘déterminer la régularité plus ou moins~ grande d’un antiseptique 
vis-a-vis d’un microbe déterminé, H. Cardot et Ch. Richet [418] ont 
imaginé de doser dans une série de tubes, ensemencés de fagon iden- 
tique, l’un des produits du métabolisme du microbe envisagé. II suffit 
ensuite de comparer les résultats des différents dosages en calculant, 
par exemple, les écarts moyens de la moyenne pour avoir une idée de la 
régularité de l’antiseptique. H. Cardot et Ch. Richet ont appliqué cette 
méthode 4 la fermentation lactique en dosant l’acide lactique formé. 
Un. procédé analogue peut s’appliquer au cas de la levure mise en pré- 
sence d@’arséniate. Cardot et Richet ont d’ailleurs expérimenté l’action 
de Varséniate de soude sur les ferments lactiques et ont classé cette 
substance parmi les antiseptiques trés irréguliers. Dans le cas des 
levures, il est commode de se baser pour ]’évaluation des écarts sur la 
quantité de sucre disparu. Voici la description d’une expérience de ce 


genre : 
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Deux séries de 10 flacons renfermant chacun 50 c. c. d’eau de tou- 
raillons glucosée sont ensemencées d’une fagon identique a ]’aide d’une 
pipette graduée stérile, avec une suspension de cellules provenant d’une 
culture jeune de levure B1 en eau de touraillons. La dilution de la 
suspension d’ensemencement a été effectuée d’une fagon telle que 
chaque flacon regoit en moyenne 12 globules de levure. L’eau de 
touraillons de la premiére série contient de l’arséniate de sodium 4 la 


concentration a0? deuxitme série, sans antiseptique, sert de témoin. 


Les flacons sont placés 4 l’étuve & 25°. Au bout de trois jours le sucre 
restant est dosé par iodométrie [19] dans la série témoin. Les 2/5 du 
sucre total, en moyenne, ont disparu. Dans le milieu 4 l’arséniate la 
fermentation n’atteint ce stade qu’au bout de six jours. Le sucre restant 
est alors dosé dans cette série par le méme procédé. Les résultats de 
ces différents dosages sont consignés ci-aprés : 


Glucose disparu pour 100 du sucre initial. 


SERIE 


SERIE en eau de touraillons 
sur eau de touraillons : 
(témoin) a app 2 arséniate 
38,5 50,6 
\ 34,2 62,4 

36,7 39 

45,4 46,6 

38 49,5 

36,2 30,7 

42,4 64,9 

39,7 23,3 

43 32,8 

40,4 4858 
Moyenne : 39,39 p. 400. Moyenne : 41,83 p. 400. 

Ecart moyen de la moyenne : 2,67. Ecart moyen de la moyenne : 12,77 


On voit que l’écart moyen relevé dans la série a l’arséniate est, 
i peu prés, le quintuple de |’écart moyen enregistré dans la série: 
témoin. 


INSTABILITE DES LIGNGES FoRMEES. — Dans ses recherches sur 
Vaccoutumance, Ch. Richet faisait état de mutations. C’est bien 
Vidée de mutation qui vient a esprit lorsqu’on constate ]’énorme 
disproportion qui existe entre les diverses colonies qui se déve- 
loppent en présence d’arsenic. Cependant le terme de mutation ne 
peut s’employer ici, du moins avec le sens que nous lui accordons — 
habituellement, car les caractéres des nouvelles lignées formées 
ne sont stables qu’en milieu arseniqué. Si Von suit, en effet, la 
descendance d’une cellule unique provenant d’une culture accou- 
tumée, on constate que Vaccoutumance s’atténue au bout d’un 
nombre variable des passages sur milieu sans antiseptique. La 


ul SR FRR Ue cna eS M: Fs Son tay a? 
levure “Springer: accoutumée Bi 300 d’ arséniale présente, si on la 
_réensemence sur ce méme ‘milieu apres trois passages en eau de 


presque aussi élevé qu’au début de l’accoutumance. A vrai dire, 


de plus ou moins grande résistance a l’antiseptique est habituel- 


lite est peas trés grande. 


a 


1 


- touraillons sans antiseplique, un pourcentage de cellules stériles — 


- * cette question de Ja perte des caractéres acquis au cours de l’accou- _ 
- tumance est complexe. Dans ce genre d’étude, seul le caractére 


_ Jement envisagé. Or on va voir que d’autres caraetéres ont fail 
_ leur apparition sous Vinfluence de I’ snusephgue A que ee stabi- 
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COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


ULTRAFILTRATION 
ET ULTRACENTRIFUGATION COMPAREES 
DU VIRUS DE LA MALADIE D’AUJESZKY 


par P. LEPINE, Jean C. LEVADITI, P. GRABAR et J. GIUNTINI. 


La taille particulaire du virus d’Aujeszky n’a été, A notre connais- 
sance, appréciée jusqu’ici que par l’ultrafiltration qui a permis 4 Elford 
et Galloway (1) d’en fixer le diamétre 4 100-150 my. Désirant étudier 
ce virus par ultracentrifugation, il nous a paru intéressant de reprendre 
en méme temps les mesures par filtration, afin de comparer concur- 
remment les résultats obtenus avec l’une et ]’autre méthode sur les 
mémes émulsions. 

DisPOsITIF EXPERIMENTAL. — Une émulsion (10 p. 100 en poids) est 
effectuée dans du bouillon nutritif 4 partir d’encéphale de chats (essai I) 
ou de lapins (essai IT) morts de maladie d’Aujeszky. La souche Cru- 
veilhier, Truche et Viala (2) a servi 4 tous nos essais. Aprés centrifu- 
gation 4 + 4° pendant trente minutes 4 6.000 tours/minute, ]’émulsion 
est clarifiée sur un filtre de sable et pulpe de papier, et sa virulence 
vérifiée par injection A des cobayes (voie intracérébrale, 0,3 c.c. de la 
suspension pure, & 10—1 et A 10—? déterminent la mort en trois 4 
six jours). La méme émulsion est divisée en deux lots, l’un ultrafiltré, 
l’autre ultracentrifugé. 

1° L’ultrafiltration est effectuée sur des membranes de porosité gra- 
duée, dont les diamétres moyens des pores (2 R) sont décroissants : 308, 
224 ct 167 my, pour le premier essai ; 308, 224 et 202 My, pour le 


(1) W. J. Exrorp et J. A. Gattoway, J. Hyg., 1936, 36, 536. 
(2) L. Cruvemurer, C. Trucne et C. Viata, ces Annales, 1936, 56, 395. 
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second (3). Le filtrat pur est injecté par voie intracérébrale 4 1 chat 
et a 2 cobayes. Les dilutions 10—1 et 10—2 sont essayées par la méme 
vole sur des lots de 2 cobayes. Les animaux qui ont survécu sont sacri- 
fiés aprés quinze jours et leur névraxe prélevé pour examen anatomo- 
_ pathologique. ; 

Résultats. — Les membranes de 308 My, Jaissent passer la totalité 
du virus. Le filtrat de la membrane de 224 my, dans le premier essai 
n’a été pathogéne que pour les 2 cobayes inoculés avec la suspension 
pure,‘ tout le virus étant retenu dans le deuxiéme essai. Les membranes 
de 202 et 167 my, arrétent tout le virus (tableau 1). 


TaBLgEau I. — Ultrafiltration. 


1A. 4/410 4/100 


tt _ Chat Cobaye Cobaye Cobaye 


Témoin. + 4 Soe + — 

I 308 tr aah aes aa 
By ere Fe ARS B24 eae, ++ ety Ee eke EE 
167 — —— -— == 

Témoin. ee ++ =e 

eee } Tae ouoytuns ait te sah Aare 


Le point terminal de filtration est donc compris entre les mem- 
branes de 2R = 202 et 224 my, ce qui, étant donné le facteur correctif 
pour le diamétre moyen des pores, soit 0,5, conduit a attribuer aux 
éléments virulents un diamétre de 100 4 112 m,. Elford et Galloway 
avaient constaté que le virus est toujours retenu par une membrane 
de 2R = 200m, et traverse les membranes de 2R = 250 my Leur 
résultat expérimental est donc identique au nétre. Seuls les facteurs 
correctifs différent, Elford et Galloway utilisant 0,75 a 0,5. 

L’ultracentrifugation est pratiquée avec l’appareillage et la technique 
précédemment décrits (4). La vitesse de 24.000 tours/minute est utilisée 
pendant des temps croissants : six, douze, dix-huit minutes (essai 1), 
dix-huit, vingt-quatre, trente minutes (essai IT). Le liquide surnageant, 
prélevé dans la cellule capillaire sur une hauteur de 7 mm., est, aprés 
dilution & 10—1, injecté par voie intracérébrale 4 1 chat et 2 cobayes, 
et, aprés dilution 4 10—?, a 2 cobayes. Pour les raisons indiquées dans 
une précédente communication, les calculs ont été effectués selon la 
formule d’Elford (5), dont l’expression mathématique rigoureuse a 
donné toute satisfaction dans les récherches sur les bactériophages. 


(3) W. J. Exrorp, J. Path. a. Bact., 1931, 34, 505. — P. Grasar, Bull. Soc. 
Chim. Biol., 1935, 17, 1246. — P. Grazar et J.-A. pe Loureiro, ces Annales, 
1939, 63, 159. 

(4) P. Lériz, ces Annales, 1941, 67, 380; J. Chim. Phys., 1942, 39, 1. 

(5) P. Lipme, P. Nicorte et J. Gruntin, ces Annales, 1942, 68, 503. 
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Résultats. — Au premier essai, aprés six minutes de centrifugation, B 
il n’y a pas diminution de virulence ; aprés douze minutes, le chat 
et 1 seul des cobayes inoculés avec la dilution 10—1 sont infectés, 
ainsi que 1 cobaye a la dilution 10—? ; aprés dix-huit minutes, seuls 
2 cobayes inoculés avec le virus 4 10—? sont infectés. 

Au deuxiéme essai, les centrifugations de dix-huit, vingt-quatre et 
trente minutes ont sédimenté la quasi totalité du virus; tous les 
cobayes inoculés sont restés indemnes, excepté l’un de ceux ayant recu 
le liquide & 10~1 de la centrifugation de vingt-quatre minutes 
(tableau I). 


TasLEau IJ. — Ultracentrifugation. 


DUREB pILuTION 41/10 DILUTION 1/100 
de la 
centrifugation Chat m 


0 (témoin). 
6 


48 


0 (témoin). 
48 


Ces essais montrent, malgré le nombre restreint (en raison des cir- 
constances) des animaux utilisés, que la virulence, sensiblement 
inchangée aprés douze minutes, a été abaissée d’environ une puissance 
de 10 en dix-huit minutes et qu’elle est pratiquement nulle aprés vingt- 
quatre minutes. On peut donc considérer qu’en dix-huit minutes la 
valeur C,/CG,. prend une valeur voisine de 1/10. En tablant sur ces 
chiffres, l’application de la formule d’Elford permet d’attribuer aux 
éléments virulents centrifugés une taille de 68 my, si l’on admet que 
le virus a une densité de 1,3 (cas des nucléoprotéines), ou de 100 my, 
si cette densité est prise égale 4 1,16 (chiffre admis par Pickels et Smadel 
pour la vaccine), ces densités limites attribuées au virus d’Aujeszky 
n’étant pas, il faut le remarquer, des valeurs expérimentales, mais 
uniquement des chiffres utilisés par analogie avec les valeurs connues 
pour la densité d’autres virus. Calculée sur les mémes données expéri- 
mentales, la constante de sédimentation serait (a 20°) : S,, = 8,8.10—}3?. 

Signalons, avant de conclure, linégale réceptivité des deux espéces 
animales utilisées dans nos expériences. Lors des inoculations, les chats 
sé sont révélés, en effet, d’une sensibilité trés inférieure a celle des 
cobayes. Les chats ayant résisté & la premiére inoculation ont, soit recu 
une nouvelle injection avec du virus frais qui a déterminé la mort 
dans les mémes conditions que pour les animaux témoins, soit été 
sacrifiés, les passages effectués 4 partir de leur, névraxe restant négatifs. 
Il n’y avait donc ni immunité, ni conservation du virus. La sensibilité 
du chat s’étant, dans les nombreuses expériences de Remlinger et 
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Bailly (6), montrée supérieure & celle du cobaye, les résultats que nous 
avons obtenus paraissent s’expliquer, soit par Vemploi d’une souche 
différente, soit par le fait que notre souche a été entretenue A peu prés 
uniquement sur le cobaye depuis son isolement. 


Conciusions. — L’ultrafiltration et l’ultracentrifugation comparées des 
éléments virulents de la maladie d’Aujeszky nous ont donné des résul- 
tats sensiblement concordants : 100 A 112 my pour lultrafiltration, 
68 4 100 mp pour l’ultracentrifugation. Cette concordance satisfaisante 
confirme que les deux’méthodes essayées permettent une approxima- 
tion assez grande de la taille des virus, comme il en est de celle des 
hactériophages, malgré l’emploi d’un titrage: purement biologique (test 
de virulence animale) des éléments actifs. 


(Institut Pasteur.) 


ULTRAFILTRATION DES « CORPUSCULES NORMAUX » 


par Jean C. LEVADITI et P. GRABAR. 


On entend par « corpuscules normaux » les granules ressemblant 
aux corps élémentaires du virus vaccinal isolés par la méthode de Smadel 
et Wall [centrifugations différentielles et digestion trypsique] (1) et 
qui sont obtenus par cette méme méthode a partir de membranes 
allantoides normales de l’embryon de poulet (2). Nous avons utilisé 
deux milieux pour les ultrafiltrations des corpuscules normaux, C. Leva- 
diti ayant constaté que les corps élémentaires de la vaccine n’ont pas 
le méme point terminal de filtration suivant qu’ils sont en suspension 
dans l’eau bidistillée tamponnée & pH 7,2 ou dans le bouillon de 
Hartley (8). 

Approzimation premiére du point terminal de filtration. — Les 
membranes de porosité graduée sont choisies telles que le diamétre 
moyen de leurs pores (2 R) va réguli¢rement en décroissant de 1.3380 my, 
4 196 my. Pour chaque membrane, 6 c.c. de chacune des deux sus- 
pensions sont ultrafiltrés 4 trés faible pression. Les granules lumines- 
cents de Ja suspension originelle et ceux que peuvent contenir les 
filtrats sont dénombrés a l’aide du dispositif de microscopie en lumi- 
nescence (2). 

Le résultat des 26 filtrations pratiquées montre pour les corpuscules 
en suspension dans le liquide tamponné a pH 7,2, que la membrane 


(6) P. Remuncer et J. Bamry, La Maladie dAujeszky, Masson, édit., 
Paris, 1938. : 

(1) J. Smaven et M. J. Watt, J. exp. Med., 1937, 66, 325. 

(2) C. Levaprtr et coll., ces Annales, 1940, 64, 359 et 466. 

(3) Le bouillon de Hartley, qui‘contient spontanément des granules lumi- 
nescents, a subi, avant d’étre utilisé, une filtration sur membrane de 
2,R-= 120 mu, qui la rendu optiquement vide en microscopie en lumi- 
nescence. 


Annalee de UV'institut Pasteur, t. 69, n° 1-8, 1943. 16 
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de 2R = 1.330 my, laisse filtrer 60 p. 100 des corpuscules contenus 
dans la suspension originelle ; que celle de 2R= 802 my, en laisse 
filtrer 20 p. 100 ; que celle de 2R = 729 my, ainsi que toutes les sul- 
vantes jusqu’a 2R = 196 my, empéchent le passage de tout élément 
fluorescent (courbe I). En bouillon de Hartley, la membrane de 2R 
= 729 my, est traversée par 32 p. 100 des corpuscules contenus dans 
la suspension originelle ; celle de 2R = 616 mu par 25 p. 100 ; celle 
de 2R = 541 my, par 6 p. 100; celle de 2R= 476 my, par 5 p. 100, 


H:72 
Membrane de 802 mp 


“Ss 10 45 20 


Bouillon Hartley 


Bouillon Hartley 
Membrane de6lémp 


00 600 800 1000 /200 /400 3S 10 15 20 
2Ren mp cms 


I, courbe de filtrabilité des « corpuscules normaux » en suspension dans le 
liquide tamponné & pH =7,2; Il, courbe de fillrabilité des « corpuscules 
normaux » en bouillon de Hartley; II], courbe de filtration, sur une membrane 
de 2R = 802 mu, de la suspension 4 pH = 7,2; 1V, courbe de filtration, sur 
une membrane de 2R = 616 my, de la suspension en bouillon de Hartley. 


et enfin celle de 2R = 423 my, et les suivantes ne sont traversées par 
aucun élément luminescent (courbe II). te 

Il s’ensuit qu’en utilisant le premier liquide de suspension, le point 
terminal de filtration, placé aux environs de 750 my, est de beaucoup 
supérieur au chiffre de 450 my, observé avec les corpuscules contenus 
dans le bouillon de Hartley. . 

Influence de Vadsorption et du colmatage sur le résuliat de Vultra- 
filtration..— L’ultrafiltration est influencée au début de Vopération 
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par l’adsorption, et a la fin par le colmatage. La quantité de liquide 
qui doit étre filtrée pour éliminer ces deux causes d’erreur a donc 
été précisée. La courbe de filtration des corpuscules a été établie a 
Vaide de deux membranes dont le diamétre moyen des pores est nota- 
blement supérieur au point terminal de filtration : l’une de 2R=802 My, 
pour la filtration des corpuscules en milieu tamponné a pH 7,2, et 
Vautre de 2R = 616 my, pour celle en bouillon de Hartley. A chaque 
essai, 25 c.c. de suspension sont éprouvés et le liquide  ultrafiltré 
recueilli par fractions de 5 c. c. 

Au cours de ces essais, effectués soit en liquide tamponné a pH 7,2 
(courbe III), soit en bouillon de Hartley (courbe IV), c’est entre le 
10° et le 15° c¢. c. que le taux des corpuscules ultrafiltrés est le plus 
élevé. Cette quantité a donc été utilisée pour effectuer une troisiéme 
expérience, afin d’obtenir une meilleure approximation du point ter- 
minal de filtration. 5 

Détermination. exacte du point terminal de filtration. — Pour cette 
détermination, 25 ¢..c. de suspension de corpuscules normaux sont 
ultrafiltrés 4 travers les membranes de porosités les plus élevées ayant 
retenu la totalité des corpuscules au cours des essais préliminaires : 
2R= 616 et 729my, pour la suspension tamponnée A pH 7,2, et 
2R = 390 et 423 my, pour la suspension en bouillon de Hartley. 

Les corpuscules de la suspension 4 pH 7,2 sont entitrement retenus 
par les deux membranes. C’est donc toujours 4 750 my, que doit étre 
fixé le point terminal de filtration des corpuscules normaux dans ce 
liquide de suspension. En bouillon de Hartley, la membrane de 2R 
= 423 my, a laissé passer 1,5 p. 100 des corpuscules normaux entre 
le 5° et le 10° c. c., le reste du filtrat, de méme que celui de la mem- 
brane de 2R = 390 my, en est totalement dépourvu. Le point terminal 
de filtration des corpuscules normaux en suspension dans le bouillon 
de Hartley est donc 400 my, et non 450 my,. 

Cette différence du point terminal de filtration, pratiquement iden- 
tique a celle observée pour les corpuscules vaccinaux, peut étre expli- 
quée en partie par les tensions superficielles différentes des deux 
liquides (64,5 dynes cm. pour le liquide tamponné a pH 7,2, et 
47 dynes cm. pour le bouillon de Hartley). Les substances tensio- 
actives, présentes dans le bouillon de Hartley, doivent avoir une action 
sur le degré d’adsorption des corpuscules par les membranes. En effet, 
le liquide de lavage de la face supérieure des membranes ayant arrété 
les corpuscules contenus dans le liquide tamponné 4 pH 7,2 ne permet 


de récupérer que 1 & 3 p. 100 de la totalité des corpuscules de la, 


suspension originelle, alors que les membranes ayant arrété les corpus- 
cules en suspension dans du bouillon de Hartley permettent de récu- 
pérer jusqu’a 70 p. 100 de leur total. 

L’adsorption des corpuscules suspendus en milieu tamponné a pH 7,2 
par la membrane de 2 R = 616 my, est telle que méme en faisant tra- 
verser, dans une seconde filtration, cette méme membrane par du 
bouillon de Hartley, le filtrat reste dépourvu de iout élément lumi- 
nescent. 

Les facteurs correctifs qui servent 4 calculer le diamétre des parti- 
cules inframicroscopiques en fonction de leur point terminal de filtra- 
tion ont été établis pour les filtrations effectuées en bouillon: de Hartley 
et ne sauraient étre appliqués aux résultats obtenus avec le liquide 


as 
’ 
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tamponné & pH 7,2. Seuls les chiffres observés avec le bouillon de 
Hartley sont utilisables et le facteur correctif, de 1/2 4 3/4 pour cette 
zone de porosité, permet d’attribuer aux « corpuscules normaux » un ~ 
diamétre moyen de 200 4 300 my. 


ConcLusion. — L’ultrafiltration permet d’estimer que, le diamétre 
moyen des « corpuscules normaux » est compris entre 200 et 300 my, | 
et que le point terminal de filtration varie suivant le milieu dans lequel 


ils sont en suspension. 


(Institut Pasteur.) 


A PROPOS DU VIRUS DE LA FIEVRE APHTEUSE 
DETERMINATION, PAR ULTRACENTRIFUGATION 
SANS OBSERVATION DIRECTE, 

DU DIAMETRE PARTICULAIRE 
ET DE LA CONSTANTE DE SEDIMENTATION 


par P. LEPINE et J. GIUNTINI. 


(Paraitra en Mémoire dans Jes Annales de lUInstitut Pasteur.> 


Séance du 4° avril 1943. 


Présidence de M. JacouEs TREFOUEL. 


NECROLOGIE 


A. YERSIN 


Dans la premiére partie de la séance, M. Noél Bernard retrace de 
facon magistrale « La Vir er L'OEuvre ve A. Yersin », et fait une émou- 
vante évocation de cette grande figure pastorienne. Les conditions 
actuelles de publication ne permettant pas Vimpression de la confé- 
rence de M. Noél Bernard, celle-ci sera éditée en une brochure et adressée 
ultérieurement 4 tous les membres de 1’Association. 
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PRESENTATION D’OUVRAGE 


LES ULTRAVIRUS DES MALADIES ANIMALES 


par C. LEVADITI, P. LEPINE et J. VERGE. 


M. Levapitr : J’ai l’honneur de déposer sur le bureau de 1’Association 
« Les ultravirus des maladies animales » (1), ouvrage qui fait suite 
aux « Ultravirus des maladies humaines » paru en 1938. OEuvre émi- 
nemment pastorienne, le présent volume est publié sous la direction 
de C. Levaditi, P. Lépine et J. Verge, et rédigé par un grand nombre 
de collaborateurs choisis en raison de leurs connaissances approfondies 
des sujets traités. Ce volume comporte 1.226 pages et 202 figures insé- 
rées dans le texte. 

La publication des « Ultravirus des maladies animales » nous a 
semblé indispensable. En effet, depuis la parution du premier volume, 
des événements importants se sont fait jour qui ont imprimé des modi- 
fications essentielles aux conclusions formulées 4 1’époque, se rappor- 
tant au comportement, a la nature et a la genése des ultravirus. Ce 
sont, entre autres, la purification, par des. moyens chimiques et physi- 
ques, de ces ultravirus, purification allant jusqu’a la cristallisation de 
certains d’entre eux, leur constitution macromoléculaire et nucléo- 
protéidique, l’application de la photographie électronique 4 leur analyse 
statique. Dans un premier article, C. Levaditi expose l’état actuel du 
probléme et formule des conclusions qui, toutes provisoires qu’elles 
puissent. paraitre, permettent une interprétation raisonnable des faits 
observés. De nouvelles techniques chimiques et physiques sont chaque 
jour appliquées a l’isolement des ultravirus et a l’évaluation de leurs 
dimensions. P. Grabar fait l’exposé détaillé de ces diverses techniques 
et en interpréte les résultats. Les radiations (rayons X, rayonnement o 
du radon, électrons) sont utilisées pour déterminer la taille des ultra- 
virus et en fournir l’image électronique. P. Bonét-Maury s’est chargé 
de la rédaction de cette partie de l’ouvrage. Enfin, l’immunité dans 
les maladies a virus fait ]’objet d’un examen approfondi dont P. Lépine 
est l’auteur. Ceci pour le cété théorique. 

Dans la seconde partie du volume, de caractére plus pratique, des 
chercheurs de tout premier ordre étudient, suivant un classement 
logique, les maladies animales provoquées par les ultravirus. Citer leurs 
noms c’est se persuader de la qualité des rédactions : Bailly, Balozet, 
Blanc, Boquet, Bridré, Curasson, Donatien, Dujardin-Beaumetz, Find- 
lay, Goret, Grabar, Guérin, Guillot, Jacotot, Lafforet, Lestoquard, 
J. Levaditi, Oberling, Paillot, Staub, Urbain, Velu, Vieuchange. Il 
s’agit de mises au point des acquisitions les plus récentes, utiles 4 ceux 
qui désirent entreprendre des recherches dans le domaine des maladies 
animales provoquées par des ultravirus. 


(1) Maromne, éditeur, Paris, 1943. 
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En sorte qu’&’ Vheure actuelle, toute la « virologie » francaise et 
étrangére se trouve condensée dans ces deux volumes, parus a cing ans 
d’intervalle, et qui, se complétant l’un l’autre, permettent d’envisager 
dans leur ensemble les problémes posés et, en partie, résolus par cette 
nouvelle science. 


COMMUNICATIONS 


SYMBIOSE DE LA POMME DE TERRE | 
AVEC LES ENDOPHYTES DE DIVERSES PLANTES 


par J. MAGROU, M" Y. DOUCHEZ et G. SEGRETAIN. 


La Pomme de terre dérive d’ancétres sauvages sud-américains qui 
vivaient en symbiose avec des champignons de mycorhizes. On retrouve 
actuellement cette symbiose mycorhizienne au Chili, chez une Pomme 
de terre spontanée (Solanum maglia) trés voisine de l’espéce cultivée, 
et, dans nos pays, chez la Douce-amére (Solanum duleamara), congénére 
vivace et sauvage de la Pomme de terre. Mais elle a disparu chez la 
Pomme de terre cultivée, par suite du transport de la plante hors de 
son pays natal et de ses transplantations successives dans des terrains 
ou manquent les champignons capables de contracter la symbiose avec 
elle. 

Il est facile de replacer la Pomme de terre cultivée dans ses conditions 
ancestrales de vie symbiotique en semant ses graines dans un sol ou 
croissent des Douces-améres infestées, ou méme dans un terrain riche 
en plantes a mycorhizes n’appartenant pas 4 la famille des Solanées. 
Ce dernier fait prouve que les endophytes d’espéces taxonomiquement 
distantes de la Pomme de terre peuvent -s’adapter & la symbiose avec 
elle, d’ou la conclusion que les champignons des mycorhizes endo- 
trophes sont des parasites dénués de spécificité. 

Nous avons cherché a4 savoir de fagon plus précise quelles sont les 
plantes, dont les endophytes sont capables de s’adapter a la vie en 
commun avec la Pomme de terre. A cet effet, nous avons fait des semis 
de graines dans des terrains ott telle ou telle espéce & mycorhizes parais- 
sait trés strictement localisée. On peut objecter 4 cette méthode que, 
dans les stations choisies, d’autres espéces risquent de coexister avec 
Vespéce dominante, ce qui laissera subsister un doute sur lorigine 
des mycorhizes obtenues.'Mais il existe deux types bien distincts de 
mycorhizes endotrophes : dans le premier type (dit type Arum macu- 
latum), les troncs principaux du mycélium sont intercellulaires et 
envoient dans les cellules des ramifications qui s’y résolvent en arbus- 
cules ; dans le second type (dit type Paris quadrifolia), le champignon, 
y compris ses troncs mycéliens principaux, est strictement intracellu- 
laire. Si les mycorhizes obtenues chez la Pomme de terre reproduisent 
le type de l’espéce dominante de la station, il y aura une forte pré- 


somption pour que le champignon symbiotique ait été fourni par cette 
espéce. 
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Les plantes 4 mycorhizes utilisées pour l’expérience sont les sui- 
vantes : Type Arum maculatum : Paquerette (Bellis perennis), Orobus 
tuberosus, Mercurialis perennis, Arum maculatum. 

Type Paris quadrifolia : Ficaire (Ficaria ranunculoides), Violette (Viola 
hirta), auxquelles il convient d’ajouter la Douce-amére (Solanum dul- 
camara) éprouvée antérieurement par l’un de nous (1). 

Les semis ont été faits soit en pots, dans de la terre & mycorhizes 
transportée au laboratoire, soit sur place, en pleine terre, dans la région 
de Poitiers et dans la région :parisienne (Ferme de Noas, en Brie). 

Dans tous les cas, nous avons observé chez la Pomme de terre une 
abondante production de mycorhizes. Au contact des plantes de la série 
de Arum maculatum, ces mycorhizes étaient constamment du type 
Arum, 4 mycélium intercellulaire ; au contact des. plantes de la série 
Paris quadrifolia, elles étaient de type Paris, 4 champignon strictement 
intracellulaire. I] y a donc toute apparence pour que l’endophyte observé 
chez la Pomme de terre provienne de la plante au pied de laquelle ses 
graines ont été semées. Le cas de la Paquerette mérite une mention 
spéciale : chez cette espéce, les filaments rectilignes intercellulaires sont 
parfois groupés parallélement en faisceaux, disposition trés particuliére 
que nous. avons retrouvée, avec la plus grande netteté, chez la Pomme 
de terre issue de graines semées en terre 4 Paquerette. 

Nous attirons aussi l’attention sur le cas de l’Arum maculatum, 
qui prouve que l’endophyte d’une Monocotylédone peut infester la 
Pomme de terre, qui est une Dicotylédone. 

Les pieds symbiotiques de Pomme de terre obtenus dans ces condi- 
tions ont produit des tubercules « primaires » qui, replantés 4 la 
saison suivante dans la région parisienne, dans les conditions usuelles 
de culture, ont fourni des récoltes satisfaisantes de tubercules « secon- 
daires », propres a servir de semences. C’est ainsi qu’a la ferme de 
Noas, les semis de graines, faits en avril 1941, dans un paturage ou 
abondaient les Paquerettes, ont produit en grand nombre des tuber- 
cules primaires dont les plus gros atteignaient les dimensions d’un 
ceuf de poule. 65 de ces tubercules ont été replantés en 1942 dans la 
méme exploitation, en terrain fumé ; ils ont donné une récolte totale 
de 68,750 kg., soit 0,980 kg. par pied en moyenne (maximum : 1,950 kg. 
pour un pied), ce qui correspond 4 un rendement de 29,4 tonnes a 
Vhectare, supérieur aux rendements que l’on considére généralement 
comme satisfaisants (15 4 18 tonnes 4 l’hectare). 

Ces expériences montrent que la méthode des semis symbiotiques, 
préconisée par l’un de nous pour la production de plant sain de Pomme 
de terre, peut étre appliquée non seulement dans les terrains de mon- 
- tagne, particulitrement riches en plantes 4 mycorhizes, mais aussi en 
plaine, dans des stations convenablement choisies. Les _possibilités 
d’extension de cette méthode se trouvent de ce fait notablement accrues. 


(Institut Pasteur.) 


(1) J. Macrou, C. R. Acad. Sci., 1914, 158, 50. 
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SUR LA PROTEINE DU VIRUS DE LA GRASSERIE 
DU VER A SOIE 


ll. — REPARTITION DU SOUFRE ET TENEUR EN ALANINE 


par Pierre DESNUELLE et CHANG CHI TAN. 


1° R&PARTITION DU SOUFRE. — Des recherches précédentes (1) ont 
montré que les polyédres de la grasserie du ver a soie et la protéine 
homogéne que l’on peut en extraire, contiennent respectivement 0,92 
et 0,83 p. 100 de soufre total. Dans la premiére partie du_présent 
travail, nous étudions la répartition du soufre chez ces deux substances. 
Pour ce faire, nous utilisons la méthode et l’appareil indiqués par 
Kuhn et coll. (2). 

Les résultats obtenus sont donnés dans les tableaux I et II. 


TasBLeAu 1. — Répartition du soufre dans le virus et sa protéine. 
SOUFRE | SOUFRE | SOUFRE Be ecdOe Fie 
SUBSTANCE POIDS |méthionine} H,S | cystine 
analysée (me) (p: 100) | (p- 100) | (p. 100) Rake Dosé 
ose 
(1) (2) (3) 1(4) + @)+(3)| SO,Ba 
Polyédres . . . .| 64,3 0,70 0,05 |} 0,48 0,93 0,92 
Protéine du virus.| 69,4 0,70 0,00 | 0,43 0,83 0,83 
TasteAu Il. — Teneur du virus et de sa protéine 


en méthionine et cystine. 


SO ENE LES SEDO I LOOT CT NTT ETL LIE DLE ELIE O PCED LEDER INE S ED IOLODE IIE ET 


Se Siete METHIONINE CYSTINE 
analysée (mg.) 
me p- 100 mg p. 100 
Polyédres. sl trep tous 64,3 2,105 Same 0,434 0,67 
Protéine du virus. . 69,1 2,240 3.20 0,346 0,50 


Ces tableaux montrent que : 
1° La méthionine et la cystine correspondent a la totalité du soufre 


(1) i DesNUELLE, CHANG Cur Tan et Cl. Fromaczor, ces Annales, 1943 (sous 
presse). 


(2) R. Kun, L. Birxorer et F. W. Quackensuscn, Ber. deutch 
Gesell., 1939, 72, 407. ’ ch. Chem. 
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contenu dans le virus et sa protéine. Ii n’y existe donc pas d’autre acide 
amingé sulfuré en quantité décelable. 

2° La teneur en méthionine (3,3 p. 100) permet de calculer pour cet 
amino-acide une fréquence de 36. 

3° La protéine du virus contient exactement autant de méthionine 
que les polyédres initiaux. Par contre, sa teneur en cystine est nette- 
ment inférieure a celle des mémes polyédres. Le soufre qui disparait 
au cours de l’extraction de la proteine: du virus semble donc bien étre 
de nature cystinique. 

Il convient en outre de faire les remarques suivantes : 

1° La teneur en cystine de la protéine du virus, déterminée par colo- 
rimétrie [0,52 p. 100] (1) est, contrairement & ce qui se produit pour 
le virus de Ja mosaique du tabac, en parfait accord avec la .teneur— 
déduite du dosage iodométrique (0,50 p. 100). Ce résultat est dt proba- 
blement au fait que la protéine du virus de la grasserie ne forme prati- 
quement pas de substances humiques au cours de son hydrolyse avec 
le mélange HCl — HCOOH. 

2° Une partie du soufre cystinique se trouve 4 1’état réduit d la surface 
des polyédres, comme le montre qualitativement le nitroprussiate en 
milieu ammoniacal (1). Le dosage de ces groupes —SH par la méthode 
a la porphyrindine (38) indique une teneur en cysléine de 0,1 p. 100. 

3° Si la protéine du virus se révéle dépourvue de groupes —SH, de 
tels groupes apparaissent aprés traitement au cyanure. 

Il n’est pas sans intérét de comparer ces résultats 4 ceux qui bat été 
obtenus, dans le méme sens, par Ross et Stanley (4) et Ross (5), avec 
le virus de la mosaique du tabac : 

Ils y ont trouvé 0,68 p. 100 de cystine par iodométrie et de 0,28 a 
0,53 p. 100 par colorimétrie. Si l’on accorde, avec ces auteurs, plus de 
confiance au dosage iodométrique, la cystine parait donc apporter la 
totalité (0,20 p. 100) du soufre contenu par le virus ; celui-ci. semble 
bien d’ailleurs complétement dépourvu de méthionine et de sulfates. 
Ce virus, d’autre part, ne contient, a l’état natif, aucun —SH libre, 
mais aprés dispersion dans des solutions concentrées d’urée ou de gua- 
nidine, il apparait 0,76 p. 100 de cystéine titrable selon la méthode a 
Ja porphyrindine. Dans la protéine dénaturée, tout le soufre se trouve 
donc sous la forme — SH. ‘ 


2° DosaGE DE L’ALANINE. — I] nous a paru utile de compléter la liste 
des acides aminés contenus dans la protéine du virus de la grasscrie 
-en y ajoutant l’alanine. Cet amino-acide a été dosé par la méthode de 
Fromageot et Heitz (6), telle qu’elle a été appliquée par l’un de nous (7) 
4 lanalyse protéique. Il convient de remarquer que, d’aprés Felix et 
Zorn (8), la présence de tyrosine empéche tout dosage convenable en 
l’absence d’acétate mercurique. Comme la protéine du virus est parti- 


(3) R. Kunn et P. Desnurtie, Zeitschr. physiol. Chem., 1937, 254, 14. 
(4) A. F. Ross et W. H. Stantey, J. Am. Chem. Soc., 1939, 64, 535. 
(5) A. F. Ross, J. biol. Chem., 1940, 136, 119. 

(6) Cl. Fromaceor et P. Herz, ’Mikrochim. Acia, 1938, ..3, 52. 

(7) P. Desnugettr, Enzymologia, 1938, 5, 37. 

(8) K. Feurx et K. Zorn, Zeitschr. physiol. Chem., 1941, 268, 207 
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culigrement riche en tyrosine, nous avons dd opérer uniquement en 
présence d’acétate mercurique, ce qui a éliminé toute ‘possibilité de 
dosage de la somme sérine + acide aspartique par cette méthode. 

Les résultats obtenus sont illustrés par le tableau III. 


Tapteau Ill. — Teneur en alanine de la protéine du virus. 


QUANTITES 


ie Valanine 

a te QUANTITES £ 
PROTEINE d'acélaldéhyde correspondantes MOYENNE | FREQUENCE 

obtenues : 
hydrolysée (mg.) 

mg. p- 100 
Protéine du virus : 3,96 8,0 4 Ad Ack 18 

479 mg. 7,8 


Résumé, — Les polyédres du virus de la grasserie du ver A soie 
contiennent 3,3 p. 100 de méthionine et 0,67 p. 100 de cystine (dont 
0,1 p. 100 sous forme de cystéine). La protéine homogéne que Von peut 
en extraire contient 3,3 p. 100 de méthionine et 0,50 p. 100 de cystine 
(0,0 p. 100 de cystéine). La méthionine et la cystine (cystéine) appor- 
tent la totalité du soufre contenu dans les deux substances. D’autre 
part, la teneur en alanine de Ja protéine du virus est de 4,4 p. 100. 


RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LE VIBRION CHOLERIQUE 


I. — ETUDE QUANTITATIVE DE LA REACTION 
DE PRECIPITATION DE L’ANTIGENE GLUCIDO-LIPIDIQUE 
PAR L’IMMUNSERUM DE LAPIN 


par Jean GALLUT et Prerre GRABAR 


L’emploi de techniques chimiques quantitatives dans l’étude des réac- 
tions antigéne-anticorps a permis déja d’obtenir des renseignements . 
intéressants sur différents systeémes immunologiques. Nous avons abordé 
V’étude du vibrion cholérique et de sa toxine par des techniques 
analogues. 

Le vibrion contient un complexe glucido-lipidique (g. 1.) dont le 
pouvoir antigénique a déja été mis en évidence par divers auteurs (1) : 
il constitue l’antig¢ne somatique O de cette bactérie. D’autre part, un 
travail précédent (2) nous a montré l’existence dans la toxine elle-méme 


(1) Raynat, Lutou et Frrssotte, Rev. Immunol., 1939, 5, 317. — Caecacct, 
Boll. Ist. Sier. Milan, 1939, 48, 291, 407. 
(2) J. Gatiur, ces Annales, 1943, 69, 123. 


} 
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de plusieurs éléments actifs : lun de nature g. 1., d’autres de nature 
protidique. 

Nous nous sommes done proposé d’étudier successivement les rela- 
tions quantitatives de ces divers éléments avec les immunsérums de 
lapin, et en premier lieu d’examiner la réaction de précipitation de 
l’antigéne g. 1. 


TECHNIQUES : Le principe de la méthode que nous avons employée consiste 
a mettre en présence un volume fixe d’immunsérum et des quantités variables 
convenablement choisies d’antigéne. La quantité d’anticorps précipitée est 
évaluée par dosage de l’azote. Tous les détails de cette technique ont été 
donnés dans un précédent travail (8). 

Immunsérums ; Nous isvosions de trois sortes différentes de Saniiiies : 

Jo Des sérums antitoxines : la toxine cholérique a. été préparée suivant 
le procédé décrit par Noél Bernard et Yun de nous (4); les lapins ont recu 
des doses croissantes de 0,25 4 3 c. c., au total : 7 ¢. c. 

2° Des sérums anti-g.1. : lantigéne g. 1. a été extrait des vibrions cholé- 
riques suivant la technique de Boivin et Mesrobeanu (5) a J’acide trichlor- 
acétique ; il a été purifié par dialyse, précipitation par Valcool, puis par 
VYacétone et lavage 4 Véther. Les lapins ont recu des doses croissantes 
de 0,01 & 1,50 mg., au total : 2,5 mg.’ 

3° Des sérums antibactériens O préparés par injections aux lapins de 
vibrions tués par l’alcool. Les doses croissantes ont été de 0,25 4 5 mg., 
au total : 10 mg. (poids sec). 

Pour préparer ces immunsérums, on a utilisé trois souches de vibrions 
cholériques : Inaba S, Hanoi VII et Hanoi XVI, appartenant toutes trois 
au méme groupe antigénique Inaba de la classification japonaise (sous- 
groupe O : 1 de Gardner et Venkatraman, groupe chimique I de Linton). 

Tous les lapins ont été immunisés par voie intraveineuse, 4 raison de 
5 injections réparties sur vingt jours. Ils ont été saignés 4 blanc sept jours 
apres la derniére injection. Le sérum recueilli stérilement a été additionné 
de sunoxol] au 1/5.000. 

Dosage de lazote des anticorps : La.quantité d'azote des -anticorps 
contenue dans le précipité spécifique est obtenue en défalquant du nombre 
trouvé par le dosage de celui-ci la quantité d’azote correspondant & l’anti- 
géne précipité. L’antigéne g. 1. cholérique, particuliérement riche en azote, 
en contient, suivant les souches, d’aprés Damboviceanu et Barber (6) de 
3 48 p. 100. Nos dosages nous ont: donné des moyennes de 5 p. 100 pour 
les souches que nous avons utilisées. C’est donc ce chiffre de 5 p. 100 qui 
nous a fourni la correction nécessaire pour la zone d’excés d’anticorps (en 
admettant que dans cette zone tout l’antigéne est inclus dans le précipité). 
Pour la zone dexcés. d’antigéne les chiffres obtenus sont forcément infé- 
rieurs a la réalité. Nous les avons mis entre parentheses dans le tableau. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX : Lorsqu’on précipite un sérum de lapin 
anti-g. 1, par lantigéne g. 1. extrait du vibrion de la méme souche, et 
que l’on dose l’azote du précipité spécifique, on obtient des résultats 
(dont un exemple figure dans le tableau ci-aprés) qui, traduits graphi- 


quement [voir courbe A de la figure 2 de la note IT (*)], donnent une ~ 


(3) G. Hornus et P. Grapar, ces Annales, 1941, 66, 136. 

(4) P. Noi Bernarp et J. Gartut, C. R. Soc. Biol., 1943, 437, 10 et 11. 
(5) Borvin et Mesroseanu, Rev. Immunol., 1935, 4, 553. 

(6) Dampoviceanu et Barper, C. R. Soc. Biol., 1940, 133, 501. 

(*) Paraitra dans le prochain numéro (N.D.L.R.). 
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courbe de précipitation typique. Les limites extrémes du rapport 
mg. de N des anticorps 
me.de g.c1. 
expériences ont été de 0,19-0,27, chiffre analogue 4 celui obtenu avec 
l’antigéne g. 1. du bacille typhique (3). Nous pouvons donc admettre 
que dans le.cas du vibrion, comme dans celui de ce bacille, le poids 
équivalent d’antigéne g. 1. qui’se combine au début de la zone d’équi- 
valence avec une molécule d’anticorps est de l’ordre de 120-140.000 (en 
supposant que les anticorps anti-g. 1. du lapin ont un poids moléculaire 
de 150-180.000). 

. . Toutefois, en poursuivant nos expériences, nous avons pu constater 
que des anti-sérums ne précipitent que peu par des toxines provenant 
de vibrions du méme groupe, mais de souche différente. Nous avons 
essayé d’étudier ce point d’une maniére plus détaillée et nous avons 
constaté que : lorsqu’on utilise un sérum anti-g. 1. (par exemple Inaba) 
et qu’on le précipite par du g. 1. extrait soit du vibrion, soit de la 
toxine d’une souche différente (par exemple Hanoi VII), la réaction 
se traduit par une courbe trés voisine de celle qui caractérise la réaction 


dans la zone d’équivalence trouvées dans nos 


= = : i A, = 
Te he® aE = es oO) Bo 5 
oie Pe ae ieee aS gs See. EPREUVES 
"Ass |zfasa]z hese Zin an a | Pace sur le liquide 
sans fo 2— AS gos (| By laes 
) =] oss og c) = 7Z, S an 
) a a im s 3 = Bie Bn surnageant 
Gs CG) Si 
ne so Elos 
——— | 
I, — Sérum anti-glucido-lipidique extrait du vibrion homologue 
(Hanai VII) : 
0,24 0,402 0,040 0,092 0,43 Excés d’anticorps. 
0,42 0,472 0,024 0,454 0,35 Excés d’anticorps. 
0,63 0,209 0,034 0,178 0,27 Excés d’anticorps. 
0,85 0,204 0,042 (0,459) _ Excés dantigéne. 
4,27 0,194 0,063 (0,434) — Excés d’antigéne. 
Il. — Sérum anti-glucido-lipidique (Inaba) 
avec toxine d’une souche différente (H VII) : 
0,22 0,034 0,044 0,023 0,40 Excés d'anticorps. 
0,45 0,060 0,022 0,038 0,08 Excés d’anticorps. 
0,94 0,108 0,045 0,063 0,06 Equivalence. 
4,37 0,142 0,068 (0,044) _ Excés d'antigéne. 
4,94 _ 0,092 0,097 — — Excés d’antigéne. 
Ill. — Sérum antibactérien (Inaba O) avec toxine (H VII) : 
0,24 0,024 0,010 0,014 0,06 Excés d’anticorps. 
0), 42 0,049 0,024 0,028 0,06 Excés d’anticorps. 
0,85 0,059 | 0,042 (0,047) — Excés d’antigéne. 
4,24 0,071 0,063 (0,008) — Excés d’antigéne. 
4,70 0,053 0,085 —_ _ Excés d’antigéne. 


_———_—_————————— 


Remarques : Tous les résultats ont 6té ramenés a 1 c.c. de sérum. Les teneurs en anti- 


geile glucido-lipidique des solutions d’antigéne ou de la toxine ont été déterminées par des 
analyses. 
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a mg. de N des enbicor s 
directe, et les rapports ec pase Mai on dalle sont du méme ordre 
] mg. de g. 1. 


de grandeur. 

Par contre, lorsque ]’on précipite un sérum anti-g.1. par la tozine 
d'une souche différente (voir tableau), ces rapports sont de l’ordre de 
0,06-0,07, en utilisant pour faire le calcul la teneur en g. 1. de la 
toxine employée. On obtient de méme des rapports trés bas identiques 
(voir tableau) iorsqu’on précipite un sérum antibactérien (tel que 
Iaba O) par une toxine différente (H VII). 

Le poids équivalent (calculé comme ci-dessus) de l’antigéne g. 1.’ 
qui peut se combiner dans la zone d’équivalence A une molécule d’anti- 
corps est, dans ce cas, de l’ordre de 400.000. Ce chiffre, beaucoup plus 
élevé que celui trouvé dans la réaction directe, ainsi que dans la réac- 
tion croisée mais avec l’antigene g. 1. purifié, semble indiquer que 
dans la réaction croisée l’antigéne contenu dans la toxine poss¢de moins 
de groupements susceptibles d’entrer en combinaison avec l’anticorps. 

Il résulte de ces faits que la méthode quantitative révéle des différences 
notables dans le comportement immunologique des vibrions appartenant 
cependant au méme groupe sérologique. En poursuivant nos recherches 
dans cette voie, nous pensons apporter des précisions nouvelles au clas- 
sement des vibrions cholériques en général. 


(Laboratoires des Instituts Pasteur coloniauz 
et Service de Chimie microbienne de l’Institut Pasteur.) 


ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


Vil. — COMPORTEMENT DES PROTEINES 
ET DE LEURS PRODUITS D’HYDROLYSE ENZYMATIQUE 
VIS-A-VIS DU SULFAMIDE 


par J. TABONE, F. NITTI, M. SENECAL et H. MOUSSET. 


Depuis la découverte de l’action antagoniste de l’acide p-aminoben- 
zoique (1) vis-a-vis du sulfamide, nous avons montré que dans les 
peptones — qui sont douées de la qualité antisulfamide (2) — il n’est 
pas possible de mettre en évidence la présence d’acide p-aminoben- 
zoique (3), tout au moins en quantité suffisante pour expliquer 1’inten- 
sité de leur pouvoir antisulfamide. 

Dans l’étude présente, nous examinons le comportement vis-a-vis du 
sulfamide, des protéines du muscle : myogéne et myosine et de leurs 
produits d’hydrolyse enzymatique. Nous étendons cette étude a celle 
d’autres protéines : la fibrine et les protéines sériques. 


(1) Woops, Brit. J. exp. Pathol., 1940, 24, 74. 

(2) A. Lwoer, F. Nirr et Mme TREFOUEL, Ass. Micr. L. Frane., ces Annales, 
194], 67, 173. 

(3) J. Tasone, F. Nirri et H. Mousser, Ass. Mier. L. Frang., ces Annales, 


1942, 68, 470. 
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PARTIE EXPERIMENTALE. 


Expérience n° 1, — La myosine et le myogéne ont été obtenus a partir du 
muscle du lapin préalablement perfusé avec une solution de CINa a 1 p. 100. 

Hydrolyse de la myosine : 10 g. de myosine hydratée + 30 mg. de papaine 
non activée. 

Hydrolyse du myogéne : 10 c. c. de solution de myogéne a 5 p. 100 
+16 mg. de papaine non activée. 

Durée de Vhydrolyse : dix jours. Température : 65°-70°. 


Exp. n° 2. — La myosine est préparée comme précédemment. 

Hydrolyse pepsique : 45 g. de myosine hydratée + 150 c. c. d'une solution 
chlorhydrique. a 1 p. 100 + 0,5 g. de pepsine. Quinze jours a 37°. On filtre. 

Une partie du filtrat est soumise ensuite & une hydrolyse par le suc pan- 
créatique activé : 50 c. c. de filtrat (pH 8,2) +5 c. c. de suc pancréatique 
activé. Quinze jours 4 37°. 


Exp. n° 3. — On utilise un échantillon de fibrine de pore normalisée. 

Hydrolyse pepsique : fibrine, 2,5 g. + pepsine, 0,05 g¢. + eau chlorhy- 
drique 4 1 p. 100, 100 c. c. Vingt-quatre heures a 46°. 

Hydrolysé papainique : fibrine, 1 g. + papaine non activée, 0,03 g. + eau, 
50 c. c. Dix jours 4 65°-70°. 

Hydrolyse ‘pancréatique : fibrine, 2 g. + pancréatine, 0,2 g. Dix jours a 40°. 


Exp. n° 4. — Sérum dhomme normal. 

Hydrolyse papainique : 30 c. c.'de sérum + 0,1 g. de. papaine non activée. 
Dix jours a 65°-70°. 

Hydrolyse pancréatique : 30 c. c. de sérum coagulé +. 0,1 g. de pan- 
créatine. Dix jours 4 40°. 


Toutes les hydrolyses se font en présence de toluéne. Les solutions 
sont neutralisées, aprés digestion, puis maintenues quelques minutes 
dans un bain-marie bouillant et enfin filtrées. Les filtrats sont évaporés 
a sec (80°-85°). On prépare a partir de ces résidus secs les solutions a 
examiner. 

Les valeurs mentionnées dans le tableau sont celles qui reviennent 
aux protéines elles-mémes et a leurs produits d’hydrolyse. (Nous avons 
ainsi tenu compte de 1’N total, de 1’N aminé et du pouvoir antisui- 
famide relatifs aux enzymes eux-mémes : ces valeurs sont toujours trés 
faibles par rapport aux précédentes.) 


ConcLustons. — 1° Les protéines elles-mémes sont douées d’un pouvoir 
antisulfamide variable, mais extrémement faible. 

2° Au cours de l’hydrolyse enzymatique, le pouvoir antisulfamide 
croit considérablement. Plus la dégradation de la molécule protidique 
est poussée, plus est grande l’intensité du pouvoir antisulfamide de 
l’ensemble de ses produits d’hydrolyse. 

3° Pour deux peptones, provenant de l’action de deux enzymes diffé- 
rents sur une méme protéine, il n’existe aucun parallélisme entre la 
teneur en azote aminé et lintensité de l’action antisulfamide. Le pou- 
voir antisulfamide croit plus rapidement que la teneur en azote aminé. 


Discussion. — II est difficile d’expliquer ke pouvoir antisulfamide des 
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TABLEAU. 


t Pour 4 GR. D’'N TOTAL 
NUMERO (Kjeldahl) 


de 


Yexpéxience , N aminé (mg ) Pouvoir 
(Van Slyke) antisulfamide 


P. ANTISULFAMIDE 
AZOTE AMINE 


Myog&ne (lapin). — 23 
_Myogéne + papaine. -~ 440 

Myosine ( apin). Insoluble. Insoluble. 
Myosine + papaine. _ 890 


Myosine (lapin). Insoluble. Insoluble. 
Myosine + pepsine. 200 390 
Myosine + pepsine 

+ suc pancréatique activé. 530 1.830 


Fibrine (porc). Insoluble. Insoluble. 
Fibrine + pepsine. 420 570 
Fibrine + papaine. 450 ~~ 640 

Fibrine + pancréatine. 440 3.540 


Sérum (homme). 70 40 
Sérum + papaine. 240 460 
~Sérum + pancréatine. 370 4.440 


protéines elles-mémes, surtout si on fait appel aux théories aujourd’hui 
classiques, car on ne voit pas comment faire jouer 4 une molécule pro- 
tidique le réle de métabolite. 

Le pouvoir antisulfamide que l’on mesure et qu’on attribue aux 
protéines, pourrait provenir en réalité de produits de clivage de la 
molécule, produits qui prendraient naissance au cours de la mesure 
de Vintensité du pouvoir antisulfamide de la protéine. 

Le second fait, 4 savoir l’accroissement du pouvoir aaniculteanide au 
cours de l’hydrolyse enzymatique des protéines, peut s’expliquer de 
différentes facons. 

On peut invoquer la libération d’une molécule simple qui peut étre 
de nature peptidique et douée d’un pouvoir antisulfamide considérable. 

On peut également supposer qu’il apparait au cours de l’hydrolyse 
des structures chimiques présentant quelque analogie avec l’acide 
p-aminobenzoique et penser que ce sont parmi ces structures qu’il 
faut rechercher l’origine de l’action antisulfamide des peptones. S’il 
en était ainsi, il existerait une structure générale antisulfamide qui 
appartiendrait 4 une série de composés, série dont l’acide p-aminoben- 
zoique serait un des termes. 

Le fait selon lequel, pour deux peptones provenant d’une méme pro- 
téine, il n’existe pas de parallélisme entre leur pouvoir antisulfamide 
et leur teneur en azote aminé, peut signifier que tous les produits 
d’hydrolyse ne sont pas également antisulfamides. Nous avions déja 
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montré (4) qu’une fraction notable des peptones ne possédait aucun 
pouvoir antisulfamide. 

Enfin, puisque le pouvoir antisulfamide croit plus vile que l’azote 
aminé, on peut penser que les substances les plus actives sont de faible 
poids moléculaire ; il s’agirait peut-étre de peptides constitués de chaines 
courtes. : ; 

La nature peptidique des facteurs antisulfamides des peptones avait 
déja été envisagée par nous (4, 5). Les travaux récents de Auhagen (6) 
constituent un argument nouveau en faveur de cette hypothése. 
Cependant étude du pouvoir antisulfamide des produits ultimes de 
dégradation des peptones (action des peptidases) apportera, espérons- 
nous, quelques lumiéres sur cette question encore obscure. Cette étude 
est en cours. . 


UN MODE PARTICULIER D’AUTOLYSE MICROBIENNE 
LA DESINTEGRATION PROGRESSIVE | 
DES BACILLES DU GENRE MYCOBACTERIUM. 


par R. LAPORTE. 


(Paraitra en Mémoire dans les Annales de Institut Pasteur.) 


2 


ERRATUM 


Communication Y. MANovELIAN, séance du 4°t octobre 1942. Ces Annales, 1942 
68, 553. 


Légende de Ja figure : 
Au lieu de : Coupe d'un nodule sous-épidermique. 
Lire : Coupe d’un abcés intra-épidermique. 


(4) J. Tasone et F. Nitti, Ass. Mier. L. Frane., ces Annales, 1942, 68, 416. 
(5) J. Taponr, F. Nirrr et H. Moussrr, Ass. Mier. L. Frane., ¢ a eae 
1942, 68, 470. ¢., ces Annales, 


(6) Aunacen, Hoppe Seyler’s Zeitschr., 1943, 277, 197. 
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